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Pneumocystis jirovecii é um importante agente oportunista responsável por uma das mais 
severas infecções respiratórias em doentes imunocomprometidos, designada por 
pneumonia por Pneumocystis (PPc). Embora a PPc esteja associada à infecção pelo vírus 
da imunodeficiência humana (VIH), o número de casos de PPc e portadores 
assintomáticos de P. jirovecii tem vindo a aumentar entre os doentes seronegativos para 
VIH com outras imunodeficiências. Nas últimas décadas, técnicas moleculares têm 
permitido a detecção de baixas cargas parasitárias de P. jirovecii, geralmente não 
detectáveis pelos métodos microscópicos clássicos. 
O objectivo deste estudo foi determinar a frequência da infecção por P. jirovecii em 
doentes Portugueses seronegativos para VIH com diferentes tipos de imunodeficiência, e 
seropositivos para VIH, de um hospital central comunitário de Lisboa, utilizando 
metodologias moleculares. 
Um total de 300 amostras respiratórias foram obtidas a partir de 274 (91,3%) doentes 
seronegativos para VIH e 26 (8,7%) seropositivos para VIH. Dos 274 seronegativos para 
VIH, as condições clínicas subjacentes incluem: 139 neoplasias, 45 doenças pulmonares 
obstructivas crónicas (DPOC), 37 pneumonias (não PPc), 17 tuberculoses, 16 doenças 
autoimunes, nove transplantados de órgão sólido e 11 com outras causas. Dos 26 doentes 
seropositivos para VIH, 10 apresentavam suspeita clínica da PPc e os restantes 16, outras 
causas clínicas. 
Todas as amostras foram estudadas por PCR em tempo r al (RT-qPCR) tendo como alvo 
o gene nuclear de cópia única de P. jirovecii que codifica a protease serina Kexin (KEX1), 
e por nested-PCR dirigida ao gene mitocondrial multicópia que codifica a subunidade 
grande do rRNA (mtLSU rRNA) de P. jirovecii.  
DNA de P. jirovecii foi detectado em 119 (39,7%) doentes da população estudada (98, 
35,8% seronegativos para VIH; 21, 80,8% seropositivos para VIH); 51 (36,7%) 
neoplasias, 20 (44,4%) DPOC, 9 (24,3%) pneumonias (não PPc), uma (5,9%) 
tuberculose, cinco (31,2%) doenças autoimunes, 8 (88,9%) transplantados de órgão sólido 
e quatro (36,4%) de outras causas. Entre os doentes seropositivos para VIH, DNA de P. 
jirovecii foi detectado em 10 (100%) com suspeita clínica de PPc e em 11 (68,8%) dos 
doentes com outras causas. Observou-se uma associação estatisticamente significativa 
entre os seronegativos para VIH submetidos a transpl te de órgão sólido (P = 0.003) e 
os seropositivos para VIH (P <0.001) e a presença de DNA de P. jirovecii. A técnica de 
RT-qPCR detectou 55 amostras positivas (18,3%), e a n sted-PCR 108 (36%). Uma 
concordância de resultados foi observada em 225 (75%) amostras. A RT-qPCR 
demonstrou uma especificidade de 94,3% e sensibilidade de 40,7%, com um valor 
preditivo positivo de 80%, tendo a nested-PCR como referência padrão. Verificou-se que, 
os valores de CT mais baixos corresponderam ao grupo dos doentes seronegativos para 
VIH  submetidos a transplante de órgão e seropositivos para VIH sintomáticos para PPc. 
Este trabalho confirma a importância da colonização por P. jirovecii nos doentes 
seronegativos para VIH com diferentes tipos de imunodeficiência e seropositivos para 
VIH em ambiente hospitalar. Esta população encontra-se em risco de desenvolver PPc ou 
de transmitir o agente patogénico a outros doentes susceptíveis, e desempenhar um papel 
importante na circulação e transmissão de P. jirovecii na comunidade.  
 



















Pneumocystis jirovecii is an important opportunistic agent that causes one of the most 
severe respiratory infections in immunocompromised patients, known as Pneumocystis 
pneumonia (PcP). Although PcP is commonly associated with HIV infection, the numbers 
of PcP cases and P. jirovecii asymptomatic carriers are increasing among HIV 
seronegative patients with other predisposing immunodeficiencies. In the last decades, 
molecular techniques have allowed the detection of very low burdens of P. jirovecii, 
usually not detectable by the classic microscopic methods. 
The aim of this study was to determine the frequency of P. jirovecii infection in HIV 
seronegative and seropositive Portuguese patients from a community central hospital in 
Lisbon, using molecular approaches. 
A total of 300 respiratory specimens were obtained from 274 (91.3%) HIV seronegative 
and 26 (8.7%) HIV seropositive patients. Of the 274 HIV seronegative patients, 
underlying medical conditions included: 139 malignancies, 45 chronic obstructive 
pulmonary diseases (COPD), 37 pneumonias (not PcP), 17 tuberculosis (TB), 16 
autoimmune diseases, nine solid-organ transplantation and 11 other causes. Of the 26 
HIV seropositive patients, 10 had clinical suspicion of PcP and the remaining 16, other 
medical causes. 
All samples were analyzed by real-time PCR (RT-qPCR) targeting the P. jirovecii nuclear 
single-copy kexin-like serine protease (KEX1) gene and by nested-PCR directed to the P. 
jirovecii mitochondrial multicopy large-subunit rRNA (mtLSU rRNA) gene. 
The analysis of the results, indicate that P. jirovecii DNA was detected in 119 (39.7%) 
patients of the studied population (98, 35.8% HIV seronegative; 21, 80.8% HIV 
seropositive); 51 (36.7%) malignancies, 20 (44.4%) COPD, nine (24.3%) pneumonias 
(not PcP), one (5.9%) TB, five (31.2%) autoimmune diseases, eight (88.9%) solid-organ 
transplantation and four (36.4%) other causes. Among the HIV seropositive patients, P. 
jirovecii DNA was detected in 10 (100%) with clinical suspicion of PcP and 11 (68.8%) 
of patients with other causes. There was a statistically significant association between 
solid-organ transplantation HIV seronegative (P = 0,003) patients and HIV positive (P 
<0.001) patients and the presence of P. jirovecii DNA. The RT-qPCR assay detected 55 
positive samples (18.3%), whereas the nested-PCR assay detected 108 positives ones 
(36%). A concordance of results was observed in 225 (75%) samples. The RT-qPCR 
showed a specificity of 94.3% and sensitivity of 40.7%, with a positive predictive valor 
of 80%, using the nested-PCR as reference standard. The lowest CT values corresponded 
to HIV seronegative patients undergoing organ transplantation, and HIV seropositive 
patients symptomatic for PcP. 
This work confirms the importance of the HIV seronegative (with other predisposing 
immunodeficiency) and HIV seropositive patients colonized by P. jirovecii in a hospital 
environment. This population is at risk of developing PcP or may transmit the pathogen 
to other susceptible patients, and may play an important role in the circulation and 
transmission of the organisms in the community. 
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1.1  Referência histórica 
O estudo científico do género Pneumocystis teve início no Brasil, onde Carlos Chagas 
(Figura 1) descobriu pela primeira vez a sua forma quística, em 1909 (Aliouat-Denis et 
al. 2009), nos pulmões de cobaias que haviam sido inoculadas com sangue de crianças 
com tripanossomíase e concluiu, erroneamente, tratar-se de uma nova forma de um 
estádio do ciclo de vida de Trypanossoma cruzi (Chagas 1909).  
 
 
Figura 1. Carlos Chagas (www.fioCruz.br) 
 
Um ano mais tarde (1910), António Carini, Director d  Instituto Pasteur em São Paulo, 
no Brasil, identificou quistos similares nos pulmões de ratos infectados por 
Trypanossoma lewisi (Carini 1910). Só em 1912, no Instituto Pasteur em Paris, o casal 
Delanoë concluiu que se estava perante uma nova entidade biológica (Delanoë & 
Delanoë 1912), não apenas pela análise das amostras de tecido pulmonar enviadas por 
Carini, mas também pela sua identificação em amostras de pulmão de ratos sem 
infecção por Trypanossoma. Assim sendo, propuseram a designação de Pneumocystis 
carinii. Pneumo pelo tropismo que apresenta para os pulmões, cystis à sua forma típica 
quística descoberta, e carinii em homenagem ao biólogo italiano, António Carini 
(Calderón et al. 2002; Thomas & Limper 2004; Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et 
al. 2008). Em 1942 Van Der Meer e Brug observaram pela rimeira vez que o 
microrganismo afectava também o homem (Van Der Meer & B ug 1942). Este achado, 
manteve-se relativamente desconhecido até ao início da década de cinquenta, quando 
Vanek (Vanek 1951) e Jirovec (Jirovec 1952), na Checoslováquia e na Alemanha, 




como surtos em crianças desnutridas e em doentes com infecções hospitalares, eram 
desencadeadas por P. carinii, demonstrando assim que o parasita, ao contrário do que se 
pensava até então, não só infectava animais como igualmente o homem, causando 
doença (Vanek 1951; Jirovec 1952).  
Durante muitos anos P. carinii não teve especial importância médica e foi pouco 
estudado, tendo sido considerado um protozoário em virtude da sua semelhança 
morfológica, da patologia associada, da resposta a antiprotozoários, da ausência de 
algumas características fenotípicas dos fungos, bemco o pela incapacidade de se 
desenvolver em meios de cultura laboratoriais (Stringer 1996). No entanto, dois tipos de 
observações foram responsáveis por relevantes alterações que levaram à inclusão de P. 
carinii entre os microrganismos mais importantes e estudados dos últimos anos. Um dos 
tipos, clínico, relaciona-se com o acentuado número d  casos de pneumonia intersticial 
em crianças debilitadas, sobretudo prematuras e desnutridas na Europa Central e 
Ocidental durante e após a II Guerra Mundial (Hughes 2001; Kovacs et al. 2001; 
Stringer et al. 2002; Wakefield 2002). Durante os anos sessenta, P. carinii era 
reconhecido como o principal agente patogénico pulmonar oportunista, causando 
pneumonia severa em crianças com imunodeficiência primária e em doentes sob 
imunossupressores para o tratamento de cancro e no transplante de órgãos (Walzer et al. 
1974; Stringer 1996). A importância da infecção por Pneumocystis aumentou 
substancialmente na década de oitenta, com o aparecimento da síndrome da 
imunodeficiência adquirida (sida), sendo este microrganismo a maior causa de infecção 
oportunista e morte. Mais de 90% de doentes com sida desenvolviam pneumocistose 
(Frenkel et al. 1966; Mills 1986). O outro tipo, com base em estudos ultraestruturais, 
não confirmou a existência de elementos na constituição do P. carinii característicos 
dos protozoários. Em 1988, a sequência da subunidade pequena do ribossoma de P. 
carinii (16S-like rRNA) foi determinada e, surpreendemente, revelou-se similar às dos 
fungos (Edman et al. 1988, 1989b; Stringer et al. 1989a, 1989b). Estudos subsequentes 
das sequências de genes mitocondriais, de genes que codificam proteínas e enzimas 
importantes, vieram demonstrar que P. carinii pertence ao Reino dos fungos (Edman et 
al. 1988; Ypma-Wong et al. 1992; Cushion et al. 1994). 
Actualmente existem evidências filogenéticas que suportam a classificação deste 




anómalas relativamente a outros fungos patogénicos para o homem (Stinger 1996, 2002; 
Aliouat-Denis et al. 2008). Apesar das diversas tentativas para o seu cultivo in vitro, as 
condições necessárias ainda não foram conseguidas, dificultando o estudo do seu 
desenvolvimento e estádios de diferenciação (Stringer 1996; Thomas & Limper 2004; 
Aliouat-Denis et al. 2009). A sua resistência aos agentes clássicos antifúngicos, pela 
ausência de ergoesterol, sendo o colesterol o esterol mais abundante na composição da 
sua parede celular, constitui igualmente uma divergência (Stringer 1996; Stringer t al. 
2002; Aliouat-Denis et al. 2008). Comparativamente, ainda, a outros fungos, P. carinii 
contém apenas uma a duas cópias do gene 16S-like rRNA, em vez das centenas de 
cópias como é habitual (Giuntoli et al. 1994; Stinger 1996, 2002; Aliouat-Denis et al. 
2008). 
Pneumocystis é um microrganismo eucariota, unicelular, parasita oportunista 
extracelular obrigatório, que infecta predominantemente os pulmões de hospedeiros 
mamíferos. É responsável por infecção assintomática ou subclínica nos seus 
hospedeiros. No homem em situações de imunossupressão, pode provocar uma 
pneumonia grave geralmente designada pneumonia por Pneumocystis (PPc) ou 
pneumocistose (Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008; Beck & Cushion 2009). 
Estudos bioquímicos e moleculares evidenciaram significativa diversidade genética na 
população natural de P. carinii, tendo sido isolado em diferentes espécies de mamíferos, 
incluindo o homem, o que ajudou a suportar a hipótese da existência de diferentes 
espécies deste género (Franklin et al. 1999; De Souza & Benchimol 2005). Para além da 
diversidade genética verificada, Pneumocystis isolado do homem não prolifera no 
pulmão de outro hospedeiro não humano (Stringer et al. 2002). Assim, em 2001, foi 
sugerido e aceite pela comunidade científica que a espécie observada em humanos, 
denominada na altura Pneumocystis carinii f. sp. hominis, se devia passar a designar 
Pneumocystis jirovecii, em homenagem a Otto Jirovec, um parasitologista 
Checoslovaco responsável pelas primeiras descrições da infecção por Pneumocystis em 
humanos (Stringer et al. 2002; Miller & Huang 2004; De Souza & Benchimol 2005). 







1.2  Taxonomia 
A sua correcta posição sistemática encontra-se, ainda nos nossos dias, pouco clara. 
Classificado inicialmente como protozoário, com base em características morfológicas, 
na presença de abundante colesterol na parede celular, na sensibilidade a anti-
protozoários, como a pentamidina e o trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), na 
patologia associada e nos mecanismos de variação antigénica (Stringer et al. 1993, 
2002; Garbe & Stringer 1994; Stringer 1996, 2002; Thomas & Limper 2004), técnicas 
de biologia molecular têm sido essenciais para melhorar o seu conhecimento. 
O desenvolvimento de metodologias baseadas na técnica de reacção em cadeia da 
polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction), conduziram este grupo para o 
Reino Fungi, nomeadamente com a determinação, na década de oitenta, da sequência do 
gene que codifica a subunidade 18S, equivalente à 16S, do ácido ribonucleico 
ribossómico (rRNA, do inglês ribossomal ribonucleic acid) do genoma nuclear de 
Pneumocystis. A análise filogenética do microrganismo, com base na sequência do gene 
da subunidade 18S do rRNA, evidenciou mais similaridades com alguns fungos, como 
Sacharomyces cerevisae, Candida albicans, Neurospora crassa e Cryptococcus 
diffuens, do que com alguns protozoários, como T xoplasma gondii, Plasmodium 
berghei e Acanthamoeba castellani (Edman et al. 1988, 1989b; Stringer et al. 1989a, 
1989b; Cushion 2004; Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008; Beck & Cushion 
2009). Também pela comparação filogenética com outros genes se constatou essa 
mesma relação evolutiva, como os genes mitocondriais, genes que codificam 
importantes proteínas e enzimas, particularmente a dihidrofolato reductase (DHFR), a 
β-tubulina (β-TUB), a α–tubulina, a timidilato sintetase (TS), a actina, o arom, entre 
outros, colocando Pneumocystis próximo dos Ascomycetes (Edman et al. 1989a, 1989b; 
Zhang & Stringer 1993; Stringer 1996; Latouche et al. 1997; Aliouat-Denis et al. 2008). 
Duas outras características moleculares a referir, p endem-se com o facto de este 
microrganismo apresentar o factor de alongamento III, que se encontra exclusivamente 
nos fungos (Ypma-Wong et al. 1992), assim como de genes relacionados com a 
resposta ao stress (Stringer 2002; Stringer et al. 2002). 
De um modo geral, o conhecimento do genoma de Pn umocystis sugere que este 
pertença ao Reino Fungi, provavelmente num ponto intermédio entre as Classes 




Em 1994 Eriksson propôs uma nova família para este fungo, a Pneumocystidaceae  
uma nova ordem, a Pneumocystidales, inserida na classe Ascomycota (Eriksson 1994). 
Já em 2007 e com base no trabalho de Hibbett et al., a classificação taxonómica 
esquemática de Pneumocystis passou a distribuir-se da seguinte forma: 
 
Super Reino  Eukaryota 
Reino   Fungi 
Sub-Reino   Dikarya 
Filo    Ascomycota 
Sub-Filo   Taphrinomycotina sensu 
Classe   Pneumocystidomycetes 
Ordem   Pneumocystidales 
Família   Pneumocystidaceae 
Género   Pneumocystis 
Espécie   P. jirovecii (humanos) 
 
 
No final da década de oitenta tornou-se evidente que existem espécies de Pneumocystis 
específicos para diferentes hospedeiros, com características genómicas e antigénicas 
distintas, entre os diversos mamíferos. A principal c racterística fenotípica, que 
distingue Pneumocystis isolado de diferentes hospedeiros, é a sua especificidade em 
relação ao hospedeiro (Gigliotti et al. 1993; Aliouat et al. 1994, 2008; Stringer 1996; 
Wakefield 1998a; Thomas & Limper 2004; Kaneshino & Limper 2011).  
A caracterização ao nível da espécie do género Pneumocystis, também necessitou de ser 
revista após a reclassificação deste parasita no grupo dos fungos (Stringer et al. 2002; 
Aliouat-Denis et al. 2008). Cada espécie passou a ser denominada de acor o com o seu 
hospedeiro específico (Stringer t al. 2002). Assim sendo, foi elaborado um sistema de 
nomenclatura trinomial, no qual uma terceira designação, aplicada após o epíteto 







Quadro 1. Nomenclatura trinomial para Pneumocystis carinii f. sp. em função do hospedeiro (Adaptado 
de Vedy et al. 2009). 
 
 Hospedeiros Nomenclatura Trinomial 
 
 Homem Pneumocystis carinii f. sp. hominis 
 Rato Pneumocystis carinii f. sp. carinii 
 Rato Pneumocystis carinii f. sp. rattus 
 Ratinho  Pneumocystis carinii f. sp. muris 
 Coelho Pneumocystis carinii f. sp. oryctolagi 
 Porco Pneumocystis carinii f. sp. suis 
 Cavalo  Pneumocystis carinii f. sp. equi 
 … … 
 
 
Já em 1999 um sistema binomial tinha sido proposto, passando o agente patogénico que 
produzia doença no homem a designar-se de P. jirovecii, em honra ao parasitologista 
Otto Jírovec, um dos primeiros investigadores no estudo da PPc em humanos (Stringer 
et al. 2001, 2002). Actualmente, o género Pneumocystis, de acordo com critérios do 
Internacional Code of Botanic Nomenclature (ICNB), compreende cinco espécies: 
Pneumocystis murina em camundongos (Mus Musculus), P. carinii e Pneumocystis 
wakefieldiae em ratos de espécie R. norvegicus, Pneumocystis oryctolagi em coelhos e 
o P. jirovecii em humanos, no entanto, foram já identificados Pneumocystis em muitos 
outros mamíferos, mas ainda sem denominação específica. A Figura 2 representa a 
diversidade do género Pneumocystis. A existência de duas espécies para o mesmo 
hospedeiro é observada unicamente nos ratos e ambos são específicos desse hospedeiro 
(Stringer et al. 2002; Aliouat-Denis et al. 2008). Assim, apesar do parasita ter 
especificidade para com o seu hospedeiro, o mesmo hospedeiro, pode ser infectado por 
vários Pneumocystis específicos (Sinclair et al. 1991; Miller & Wakefield 1996; 






Figura 2 – Árvore filogenética do género Pneumocystis, demonstrando as cinco espécies a partir da 
análise de sequências nucleotídicas dos genes mtLSU rRNA e mtSSU rRNA. (Adaptado de Aliouat-Denis 
et al. 2008).   
 
Diversos estudos foram desenvolvidos e aprofundados  nível genómico, confirmando a 
existência de divergências genéticas significativas dentro do género Pneumocystis. A 
análise de sequências do ácido desoxirribonucleico (DNA, do inglês desoxiribonucleic 
acid) do microorganismo, em mamíferos de diferentes espécies, comprovou variações 
nucleotídicas em genes distintos, como os genes mitocondriais, que codificam a 
subunidade grande (mtLSU rRNA, do inglês mitochondrial large-subunit rRNA), e a 
subunidade pequena (mtSSU rRNA, do inglês mitochondrial smal-subunit rRNA) do 
rRNA mitocondrial, a região de espaçadores internos transcritos (ITS, do inglês internal 
transcribed spacer) do operão de rRNA nuclear, entre outros l ci, demonstrando a 
existência de diversos genótipos (Stringer et al. 1989a, 1989b; Stringer 1996; Wakefield 
1998a, 1998b; Beard et al. 2004; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2008). 
Apesar de quase durante um século ter sido considerado como uma única entidade 
taxonómica, os dados actuais demonstraram claramente que corresponde a um grupo 
heterogéneo de populações genética e fenotipicamente isoladas umas das outras, que 
variam principalmente a nível genómico, antigénico, ariotípico e isoenzimático 
(Stringer 1996; Hauser et al. 1998; Wakefield 1998a, 1998b; Ma et al. 2001; Aliouat-
Denis et al. 2008), e que foram submetidas a processos de adaptação em cada espécie 
(Calderón et al. 2002; Derouiche t al. 2009). 
Pneumocystis murina 
Keely et al. 2004 
Pneumocystis oryctolagi 
Dei-Cas et al. 2006 
Pneumocystis wakefieldiae 
Cushion et al. 2005 
Pneumocystis carinii 














1.3 Caracterização do género Pneumocystis 
1.3.1 Características morfológicas 
As características morfológicas de Pneumocystis ão muito constantes em praticamente 
todas as espécies de mamíferos (Wazir & Ansari 2004).  
Microscopicamente foi, inicialmente, possível identificar duas formas morfológicas de 
Pneumocystis, uma mais pequena, denominada trofozoíto ou forma trófica e outra 
maior, designada de forma quistica (Figura 3). Estudos de microscopia electrónica 
permitiram ainda demonstrar a presença de uma terceira forma, o préquisto ou 
esporocisto, que compreende três estádios: primário, intermédio e final, directamente 
envolvidos no seu ciclo de vida (Matsumoto & Yoshida 1984; Haidaris et al. 1993; 







Figura 3 – Representação das principais estruturas celulares das morfologias de Pneumocystis: A-
trofozoíto e B-quisto (Adaptado de De Souza & Benchimol 2005). 
 
O trofozoíto é a forma mais abundante do ciclo de vida, que representa 
aproximadamente 90 a 95%, da população parasitária presente nos pulmões dos 
hospedeiros infectados (Stringer 1996; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 
2009). Estruturalmente, os trofozoítos são pleomórficos, irregulares, formando 
agregados complexos, com numerosas interdigitações qu  por vezes dificultam a 














































mononucleada com aproximadamente 2-8 µm de diâmetro na sua maioria, constituem 
células eucarióticas haplóides (Cornillot et al. 2002; Dei-Cas et al. 2004; Martinez et al. 
2011), mas a forma diplóide também existe (Wyder et al. 1998; Thomas & Limper 
2004; Martinez et al. 2011). Os trofozoítos apresentam uma parede celular fin  e 
flexível, constituída por uma única camada electrodensa rica em glicoproteínas. O 
núcleo é pequeno, de localização celular variável, homogéneo, com um nucléolo 
evidente central ou periférico (Stringer 1996; De Souza & Benchimol 2005; Aliouat-
Denis et al. 2009). O citoplasma é pobre em organelos (Vavra & Kucena 1970), 
predominando ribossomas livres, grânulos de glicogéni , mitocôndrias e estruturas 
ramificadas e tubulares semelhantes ao retículo endoplasmático. Vacúolos, 
microtúbulos e complexo de Golgi incipiente também já foram reportados, embora 
raramente observados (Dei-Cas et al. 1989). De forma ameboide, evidencia projecções 
citoplasmáticas que ajudam no processo de adesão ao pneumócitos de tipo I (Aliouat-
Denis et al. 2008), permitindo deste modo a sua proliferação, através do início do ciclo 
de vida intrapulmonar e desenvolvimento da infecção (Figura 3.A) (Helweg-Larsen 
2004; Thomas & Limper 2004). 
O esporocisto ou préquisto corresponde ao estádio intermédio de desenvolvimento, 
entre o trofozoíto e o quisto. Três estádios de préquisto são observados durante esta 
fase: o préquisto primário, mononucleado, de forma mais oval com aproximadamente 4-
5µm de diâmetro, possui uma parede celular electrodensa, similar à do trofozoíto e um 
complexo sinaptonémico característico de uma célula q e inicia um processo meiótico; 
o préquisto intermediário apresenta uma parede celular espessa análoga à parede dos 
quistos; já o préquisto final, de paredes espessas com 4-7µm, é composto por oito 
núcleos, que por processos de invaginação da membrana do préquisto, se tornam 
revestidos por uma membrana, originando os corpos intraquisticos (Thomas & Limper 
2007; Aliouat-Denis et al. 2008). Ao longo desta fase, o préquisto vai-se tornando 
esférico à medida que amadurece e, no decorrer da maturação, verifica-se ainda um 
espessamento da parede celular devido à formação de uma camada intermédia. O 
préquisto resulta de um ciclo de desenvolvimento sexuado, onde o núcleo sofre diversas 
divisões até originar oito núcleos, característicos do estádio de desenvolvimento 
seguinte, e é sempre uma célula diplóide, contrariamente ao trofozoíto (Vavra & Kucera 




O quisto apresenta uma forma esférica com aproximada ente 4-7µm de diâmetro (Dei-
Cas et al. 2004), e uma parede celular espessa e rígida, resultante de um maior 
desenvolvimento das três camadas existentes no pré-quisto. Análises bioquímicas 
demonstraram que a parede dos quistos é rica em β-glucano (De Stefano et al. 1998). 
Esta parede contém, igualmente, quitina e outros polímeros complexos, incluindo 
melanina. No entanto, para promover a estabilidade da parede celular, o glucano é, em 
muito, responsável pela marcada resposta inflamatória no pulmão dos hospedeiros 
infectados (Thomas & Limper 2004). O citoplasma do quisto é constituído, na sua 
maioria, por mitocôndrias e ribossomas, no entanto, retículo endoplasmático e um 
núcleo com nucléolo são também identificados (De Souza & Benchimol 2005). O quisto 
maduro encerra oito esporos ou corpos intraquisticos individuais, claramente delineados 
e protegidos por uma parede celular semelhante à dos trofozoítos; após a sua total 
maturação estes abandonam o quisto (Figura 3.B) (Aliouat-Denis, et al. 2009). Os 
esporos ou corpos intraquisticos representam estruturas haplóides (Martinez et al. 
2011), que podem assumir diferentes formas, desde eféricos, mais alongados, em 
forma de banana ou irregulares, ameboides; medem cerca d  1 a 2µm e são constituídos 
por um único núcleo, citoplasma denso, uma mitocôndria bem definida, um retículo 
endoplasmático rugoso bem desenvolvido e numerosos rib somas (Dei-Cas et al. 
2004). 
 
1.3.2  Ciclo de Vida 
Pneumocystis possui um tropismo único para os pulmões, onde permanece como um 
agente patogénico intra-alveolar sem invadir o hospedeiro, podendo provocar 
pneumonia apenas quando o sistema imunitário dos seu hospedeiros se encontra 
debilitado. Raramente ocorre disseminação no organismo, no entanto, em situações de 
grave imunossupressão ou de outras infecções generalizadas, tal poderá ocorrer 
(Thomas & Limper 2004, 2007; Aliouat-Denis et al. 2008, 2009; Karam & Mosadegh 
2014). 
Tendo em conta, a inexistência de um sistema experimental no qual este microrganismo 
possa ser facilmente mantido in vitro, o estudo do seu ciclo de vida em detalhe 




Nos pulmões de um hospedeiro infectado por Pneumocystis podem ser observadas as 
três formas, já descritas, directamente envolvidas no ciclo de vida, o trofozoíto, o 
préquisto e o quisto (Thomas & Limper 2004, 2007; Wazir & Ansari 2004; De Sousa & 
Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al. 2009). 
Estudos realizados vieram demonstrar que ocorre uma evolução de trofozoíto para 
préquisto e deste para quisto, o qual, após ruptura, liberta oito corpos intraquisticos, 
evoluindo cada um deles para um novo trofozoíto, dando início a um novo ciclo de 
desenvolvimento (Figura 4) (Vavra & Kucera 1970; Matsumoto & Yoshida 1986; 






Figura 4 – Representação do ciclo de vida de Pneumocystis pp. A - Reprodução assexuada, por divisão 
binária ou endogenia; B - Reprodução sexuada, por conjugação (Adaptado de Helweg-Larsen et al. 2004). 
 
Diversos autores consideraram diferentes hipóteses para o ciclo de vida de 
Pneumocystis mas todos concordam na existência de dois ciclos de reprodução, o ciclo 
de reprodução assexuada e o ciclo de reprodução sexuada. A reprodução assexuada do 






















ciclo de vida de Pneumocystis ocorre por divisão binária ou por endogenia dos 
trofozoítos haplóides ou diplóides, consistindo na formação de duas ou mais células 
(Helweg-Larsen 2004; De Sousa & Benchimol 2005; Thomas & Limper 2007; Aliouat-
Denis et al. 2009; Beck & Cushion 2009). Pode ocorrer também a fusão de dois 
trofozoítos haplóides que, por conjugação, originam uma célula diplóide por reprodução 
sexuada. Esta célula inicia um processo de divisão meiótica, com duas fases (meiose I e 
II), seguida de mitose (Stringer 1996; Helweg-Larsen 2004; De Sousa & Benchimol 
2005; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2008, 2009). 
Nesta fase, três estádios de préquisto podem ser obrvados, primário, intermédio e 
final, cada um com dois, quatro e oito núcleos haplóides, respectivamente (Thomas & 
Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2008). No final, cada um destes núcleos é envolvid 
por uma membrana plasmática própria, proveniente da invaginação da porção interna da 
membrana celular do préquisto maduro, dando origem aos corpos intraquisticos 
(Matsumoto & Yoshida 1986; Aliouat-Denis et al. 2008). Quando se completa a 
formação dos oito corpos intraquisticos obtém-se o quisto maduro, o qual está pronto a 
romper, iniciando um novo ciclo. Cada corpo intraquistico origina um novo trofozoíto 
(De Sousa & Benchimol 2005; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2009). 
O género Pneumocystis parece constituir uma excepção no Reino dos fungos, já que a 

















1.4  Epidemiologia da infecção por Pneumocystis jirovecii 
1.4.1  Frequência e distribuição geográfica 
Pneumocystis é um microrganismo ubíquo que infecta os pulmões d mamíferos 
terrestes em praticamente todas as regiões geográficas, com a possível excepção do 
Ártico e da Antártida, onde a sua presença ainda não foi observada. Estudos sobre a 
presença deste parasita em mamíferos marinhos ainda não foram reportados (Morris et
al. 2004b; Cushion 2010). 
A PPc foi inicialmente descrita como causa de pneumonia intersticial que afectava 
preferencialmente crianças prematuras ou malnutridas, em orfanatos na Polónia 
(Hughes 2001; Catherinot et al. 2010), constituindo aproximadamente 68% dos casos 
conhecidos (Catherinot et al. 2010); até 1980 a frequência era baixa e estava associ da a 
indivíduos imunocomprometidos devido a terapia imunossupressora, a doenças 
neoplásicas e imunodeficiências congénitas (Calderón t al. 2002; Morris et al. 2004b). 
Nessa altura, verificavam-se taxas de PPc entre 5 e 2 % nos doentes submetidos a 
transplante de órgãos, entre 2 e 6% nos doentes com doenças vasculares colagénicas, e 
entre 1 e 25% nos doentes com neoplasias (Morris et al. 2004b). Após a introdução da 
quimioprofilaxia anti-P. jirovecii, como o TMP-SMX e a pentamidina, a incidência da 
doença diminuiu. 
Com o advento do vírus da imunodeficiência humana (VIH) no início da década de 
oitenta do século XX, o número de indivíduos com infecção por P. jirovecii aumentou 
substancialmente (Miller et al. 2013; Esteves et al. 2014a), tornando a PPc na primeira 
doença definidora de sida, com elevada prevalência, de 20 casos em 100 pessoas/ano, 
em doentes com contagem de linfócitos T CD4+ inferior a 200 células/mm3 (Phair et al. 
1990; Kovacs et al. 2001; Huang et al. 2006). Aproximadamente 75% de doentes com 
infecção por VIH desenvolvia, pelo menos, um episódio de PPc no decorrer da sua vida 
(Hay et al. 1988; Huang et al. 2006; Varela et al. 2011). Com a introdução em 1989 da 
profilaxia anti-P. jirovecii, verificou-se um importante declínio na incidência desta 
doença (Fischl et al. 1988) e, a partir do ano de 1996, a terapêutica antirretrovírica de 
combinação (TARVc) seria, também, responsável pela expressiva redução do número 
de casos de PPc para valores de 3,4% por ano até 1995, e posteriormente de 21,5% por 
ano, entre 1996 e 1998; assim como de outras doenças oportunistas (Kaplan et al. 2000; 




2004; Calderón 2009; Esteves t al. 2014b). Apesar da diminuição dos casos de PPc 
entre os adultos na era da TARVc, a infecção continua a constituir uma doença 
oportunista comum e importante em indivíduos com infecção por VIH, e a sua maior 
causa de morbilidade e mortalidade, nomeadamente nos Estados Unidos da América 
(EUA) (Kaplan et al. 2000; Morris et al. 2004b). Walzer et al. em 2008, num estudo 
realizado nos EUA, relata a forma como as características demográficas dos doentes 
com PPc sofreram alterações ao longo do tempo, reflectindo as modificações na 
epidemia da infecção por VIH. Antes de 1996, indivíduos com PPc eram 
predominantemente homossexuais e utilizadores de drogas intravenosas. Após 1996, 
verificou-se um aumento do número de indivíduos de ambos os sexos, heterossexuais 
com PPc. De facto, mais de metade dos casos de PPc ra diagnosticada em indivíduos 
que desconheciam a sua condição de infecção por VIH (Morris 2008; Walzer et al. 
2008). Já na maioria dos indivíduos imunocomprometidos seronegativos para VIH, o 
risco de PPc era de aproximadamente 5 a 15% (Fishman 1998a, 1998b). Os principais 
factores de risco da PPc, constituíam deficiências n  imunidade celular e doentes 
submetidos a determinadas terapêuticas com acção imunossupressora (Fishman 2001; 
Rodrigues & Fishman 2004; Worth et al. 2005; Craker 2010; Struijk et al. 2011; Yoon 
et al. 2012; Neumann et al. 2013; Shinohara et al. 2013). 
Relativamente à União Europeia, o European Center for Disease Control and 
Prevention (ECDC) tem reportado resultados sobreponíveis aos verificados nos EUA, 
fazendo transparecer o sucesso das profilaxias, e das terapêuticas introduzidas e 
disponibilizadas à população infectada por VIH/sida (Weverling et al. 1999; ECDC 
2012). No entanto, nos últimos anos o espectro de in ivíduos que desenvolvem PPc tem 
vindo a alterar-se, enquadrando-se nos nossos dias em: doentes não diagnosticados ou 
incompatíveis com o tratamento prescrito para a PPc (Morris et al. 2002); doentes que 
desconhecem a sua condição de VIH/sida, ou que não possuem uma resposta eficaz à 
TARVc (Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; Matos & Esteves 2010a); doentes sem 
acesso a profilaxia anti-PPc, ou sem acesso aos medicamentos antirretrovíricos (Morris 
et al. 2004; Matos & Esteves 2010a); doentes imunossuprimidos, nomeadamente 
transplantados, doentes sujeitos a quimioterapia par  tr tamento de neoplasia, doenças 
autoimunes e mais recentemente com imunodeficiências pr márias, principalmente em 




Calderón et al. 2010; Catherinot et al. 2010; Matos & Esteves 2010a). Em doentes 
oncológicos, antes da implementação da quimioprofilaxia, a taxa da PPc apresenta-se 
entre 22 e 45%, de acordo com o tipo de neoplasia. Já os transplantados de pulmão 
representam mais de 25%, comparativamente a outros tipos de transplantados, sendo a 
média de aproximadamente 5 a 10% (Sepkowitz 2002; Chuang et al. 2007; Reid et al. 
2011). Entre os doentes com doenças autoimunes, nomeada ente reumatológicas, PPc é 
descrita em 0,4% dos indivíduos com artrite reumatoide que são submetidos ao 
tratamento com infliximab, o qual inibe o TNF-α (Kaur & Mahl 2007). 
O aparecimento de resistências, quer ao nível de VIH, quer ao nível de Pneumocystis, 
pode, também, contribuir para o aumento da incidênca da doença (Morris 2008; Matos 
& Esteves 2010a). Em Portugal, num estudo interessante realizado por Matos et al., em 
indivíduos imunocompetentes com patologia pulmonar, ficou demonstrada infecção por 
P. jirovecii em 24,4% dos casos (Matos et al. 2006). Tais dados, são corroborados por 
outros estudos (Nevez et al. 1997; Medrano et al. 2005). 
Nos países não industrializados ou em vias de desenvolvimento, a PPc ocorre com 
elevada incidência, uma vez que a falta de profilaxia adequada e de terapêuticas 
antirretrovíricas aumenta substancialmente o risco de infecção (Fisk et al. 2003). Assim, 
a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimava que, no final de 2013, de um total de 
35 milhões de indivíduos infectados em todo o mundo por VIH, 90% habitavam em 
países subdesenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, com especial incidência no 
sudoeste asiático e na Africa subsariana (OMS 2012). Em alguns estudos realizados na 
Tailândia, a PPc foi diagnosticada entre 19 e 40% dos doentes com infecção por VIH 
(Anekthananon et al. 2004; Des Armas et al. 2011; Miller et al. 2013). Já na América 
do Sul a sida representa um importante problema de saúde pública, nomeadamente no 
Brasil, onde a PPc representa 55% dos casos entre doentes seropositivos para VIH 
(Weinberg & Duarte 1993; Des Armas et al. 2011). As crianças constituíram, desde 
sempre, um grupo etário onde se registou uma prevalênci  significativa de P. jirovecii. 
Vargas et al. realizaram estudos necrópsicos de pulmões de crianças que faleceram de 
síndrome de morte súbita, tendo observado que uma percentagem relevante destas, 35% 
no Chile e 14% em Oxford, era portadora de P. jirovecii, contrariamente às que 
faleceram por outras causas, cuja percentagem era de aproximadamente 2,9% (Vargas et 




Curiosamente, contrariamente ao que se verifica em muitas outras regiões em vias de 
desenvolvimento, a PPc na população adulta dos países do continente Africano é, 
aparentemente, muito menor. Estudos realizados relatam uma prevalência entre 5 e 11% 
nos doentes com infecção por VIH (Abouya et al. 1992). No entanto, a exposição a P. 
jirovecii é comum, como demonstrado em crianças africanas que apresentam elevada 
frequência de anticorpos anti-P. jirovecii (Wakefield et al. 1990b). Alguns factores têm 
sido avançados por forma a justificar tais taxas entre os adultos, nomeadamente que 
tenha sido subdiagnosticada devido aos recursos limitados, como profissionais pouco 
experientes e equipamento inadequado, bem como ao fact  dos doentes seropositivos 
para VIH, não viverem tempo suficiente para desenvolverem infecções oportunistas, 
como a PPc (Wakefield et al. 1990b; Barry & Johnson 2001; Matos 2012; Lowe et al. 
2013). Nos últimos anos começaram a surgir registos que apontam no sentido do 
aumento da PPc em África, à medida que a epidemia de VIH/sida cresce (Fisk et al. 
2003). Está ainda, porém, por esclarecer se se deve ef ctivamente ao aumento da 
incidência da doença, ou se é resultado de uma melhoria das técnicas de detecção da 
mesma (Matos 2012). Na África subsariana, a tuberculose é uma doença muito comum, 
sendo frequente a co-infecção com PPc nestes doentes (Orlovic et al. 2001; Murray 
2005; Nowaseb et al. 2014). 
 
 1.4.2  Transmissão 
Os mecanismos de transmissão de Pn umocystis têm importantes implicações clínicas e 
de saúde pública (Chabé et al. 2012; Morris & Norris 2012). Este é um fungo ubíquo, 
que infecta tanto o homem como outros mamíferos. Apesar da panóplia de estudos já 
desenvolvidos, não se conhece ainda com rigor qual o seu reservatório natural, nem 
exactamente o modo como é transmitido (Vavricka et l. 2004; Morris et al. 2008b). 
Historicamente, era assumido que a infecção por Pneumocystis era adquirida durante a 
infância, e que a PPc ocorria da reactivação de uma infecção latente, quando o sistema 
imunitário se encontrava debilitado. Recentemente foi reconhecido que a infecção de 
novo, através do ambiente ou do contacto com indivíduos com PPc ou colonizados por 
Pneumocystis podia resultar em transmissão (Wakefield 1994, 1996; Kaneshiro & 





1.4.2.1  Modo de infecção 
A forma como o homem adquire a infecção e o número d  microrganismos necessários 
para a desencadear não está ainda bem esclarecida; diversos estudos tem sido 
realizados, que corroboram algumas teorias (Powles et al. 1992; Morris et al. 2002). 
Walzer e Hughes, no final da década de setenta e início dos anos oitenta do século 
passado, desenvolveram alguns estudos em cobaias que ugerem que a infecção se 
transmite por via aérea, através do aparelho respiratório, por inalação; no entanto, a 
forma infectante ainda não está bem definida (Walzer et al. 1977; Hughes 1982). 
Apesar de ter sido detectado DNA de Pneumocystis no ar, não foi possível ainda isolar 
o parasita na sua forma ambiental, que poderá ser diferente das geralmente encontradas 
nos pulmões. P. jirovecii poderá então sobreviver de uma forma latente, por meio de 
esporos, por um mecanismo independente dos seus hospedeiros (Wakefield 1996; 
Helweg-Larsen 2004; Thomas & Limper 2007). A espessa parede celular do quisto 
maduro parece constituir um factor primordial para  manutenção da infecciosidade do 
agente durante a transmissão aérea. A detecção de quistos maduros no lúmen dos 
brônquios sugere a eventualidade dos quistos atingirem o exterior e serem transmitidos 
para um novo hospedeiro (Dei-Cas 2000). 
Uma das primeiras teorias a ser considerada foi a da reactivação de uma infecção 
latente, que postulava que o primeiro contacto com Pneumocystis ocorria logo nos 
primeiros meses de vida e em que o sistema imunitário controlaria eficazmente essa 
infecção primária assintomática, mas o microrganismo teria a capacidade de permanecer 
latente no pulmão do seu hospedeiro, até ter a possibilidade de proliferar e causar 
doença, com uma quebra do sistema imunitário (Morris et al. 2002; Wakefield 2002; 
Miller & Huang 2004). Esta teoria tem como base estudos serológicos, em que a 
maioria das crianças consideradas saudáveis apresenta anticorpos anti-Pneumocystis, e 
que a prevalência desses anticorpos específicos parece umentar com a idade (Vargas et 
al. 2001; Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; Wakefield 2002; Helweg-Larsen 
2004; Miller & Huang 2004). Diversas linhas orientadoras, incluindo as características 
de Pneumocystis, a elevada seroprevalência de anticorpos anti-Pneumocystis na 
população, a alta taxa da PPc em crianças imunocomprometidas e a detecção de 
Pneumocystis em hospedeiros normais, suportam a ideia de que a reactivação contribui 




características que sugerem a sua longa permanência no hospedeiro. Desde logo, a 
existência de um mecanismo de variação antigénica, tendo por base o conjunto de 
glicoproteínas major de superfície, denominadas MSG (do inglês, major surface 
glicoprotein), que são codificadas por uma família génica, com erca de 100 genes. A 
regulação da expressão deste conjunto de genes permite que P. jirovecii possa 
apresentar isoformas da MSG diferentes, e desta forma, evadir-se da resposta imunitária 
do hospedeiro (Nakamura 1998) por um longo período de tempo, o que permite a 
ocorrência de colonização (Gigliotti 1992; Morris & Norris 2012). A especificidade de 
Pneumocystis para um hospedeiro mamífero em particular, também alude a que o 
microrganismo tenha co-evoluído conjuntamente com o seu hospedeiro (Gigliotti et al. 
1992). Adicionalmente, a dificuldade de manter Pneumocystis em cultura in vitro sugere 
a sua evolução por forma a requerer um ambiente extr mamente especifico, não sendo, 
pois, fácil de reproduzir fora do hospedeiro (Morris & Norris 2012). 
Nos últimos anos diversos estudos têm demonstrado a presença de P. jirovecii em 
amostras biológicas respiratórias de indivíduos imunocompetentes, sem evidência 
clínica de PPc (Sing et al. 1999, 2001; Vargas et al. 1999), fazendo transparecer que o 
agente consegue sobreviver no seu hospedeiro por tempo indeterminado, de forma 
controlada, sem causar sintomatologia (Morris et al. 2002; Wakefield 2002). Não 
obstante, muitos outros estudos não consolidam tais achados, pelo menos, como único 
mecanismo para estabelecimento da infecção (Stringer et al. 2002; Matos & Esteves 
2010b), demonstrando que o microrganismo poderá ser eliminado pelo hospedeiro antes 
de causar infecção (Wakefield et al. 1990c; Vargas et al. 1995; Stringer et al. 2002; 
Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005) e sugerindo que a exposição aos humanos 
poderá ser também caracterizada por uma colonização transitória ou intermitente 
(Morris et al. 2002).  
Embora a reactivação de uma infecção latente possa constituir um mecanismo para a 
PPc, estudos em humanos e cobaias demonstraram que a inf cção de novo também 
ocorre (Stringer et al. 2002). Assim, relativamente à teoria da reinfecção, mais actual e 
mais bem fundamentada, sugere a existência de uma exposição quase permanente, ao 
longo da vida, entre indivíduos e possíveis fontes d  infecção, supondo que as 
reinfecções poderão ocorrer através de reservatórios ambientais ou directamente entre 




técnicas de biologia molecular, nomeadamente a genotipagem, tem contribuído para a 
obtenção de mais e novos dados sobre a transmissão de ta infecção. Alguns estudos 
realizados em doentes seropositivos para VIH e com episódios recorrentes de PPc, 
permitiram verificar a presença de diferentes genótipos de P. jirovecii, no mesmo 
individuo (Keely & Stringer 1996, 1997; Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; 
Wakefield 2002; Matos et al. 2003a; Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005; Matos 
& Esteves 2010b). Estes dados sugerem que a infecção tenha sido adquirida de novo, e 
que cada genótipo encontrado de P. jirovecii represente uma nova infecção, 
contrariamente à teoria da reactivação de uma infecção adquirida anteriormente 
(Stringer et al. 2002; Wakefield 2002). Também a distribuição geográfica contraria a 
teoria da reactivação, quanto à frequência de PPc e dos genótipos de P. jirovecii. 
Estudos epidemiológicos realizados verificaram a existência de uma grande 
variabilidade de frequências genotípicas em isolados de Pneumocystis, de acordo com a 
distribuição geográfica da doença. Esta variação parece estar relacionada com o local de 
residência dos doentes e não com o local de nascimento do individuo, fazendo 
transparecer que a infecção foi adquirida recentemente (Morris et al. 2002; Stringer et 
al. 2002; Wakefield 2002; Miller & Huang 2004; Matos & Esteves 2010b; Morris & 
Norris 2012). Esta infecção pode ter resultado de contacto com um reservatório 
ambiental ou de um hospedeiro infectado, mas pouco provável como resultado de uma 
reactivação (Beard et al. 2000; Miller et al. 2005; Morris & Norris 2012).  
Alguns estudos demonstraram também uma significativa associação entre doentes 
sujeitos a profilaxia por sulfa, como o TMP-SMX e apresença de mutações no gene que 
codifica a enzima dihidropteroato sintetase (DHPS, do inglês dihydropteroate synthase) 
de Pneumocystis (Kazanjian et al. 2000; Huang et al. 2000; Costa et al. 2003, 2005; 
Matos & Esteves 2010a), cujas mutações também estão correlacionadas com a 
localização geográfica (Huang et al. 2000, 2001; Miller & Huang 2004; Hauser t al. 
2010). Tais alterações foram observadas em doentes com PPc sem prévia exposição a 
esse tipo de terapêutica, sugerindo que transmissão recente tenha ocorrido directamente 
de doentes com história de contacto com sulfa ou através de uma fonte ambiental 
(Huang et al. 2000; Miller & Huang 2004; Hauser t al. 2010). 
Este agente patogénico, para além do homem, já foi detectado no pulmão de outros 




demonstra a sua capacidade patogénica e distribuição bíqua (Laakkonen 1998; Nielsen 
et al. 1998; Laakkonen et al. 2001). DNA de Pneumocystis isolado do homem foi 
também já identificado em amostras de ar (Wakefield 1994, 1996, 2002; Maher t al. 
2001; Choukri et al. 2010) e de água (Casanova-Cardiel & Leibowitz 1997). Um estudo 
sugere que o solo possa constituir também uma fontede infecção, nomeadamente em 
actividades como a jardinagem e o campismo (Navin et al.2000; Helweg-Larsen 2004). 
Contudo, até ao momento, ainda não foram identificados reservatórios ambientais de 
Pneumocystis. A transmissão por via aérea tem sido demonstrada em estudos com 
modelos animais imunocompetentes e imunocomprometidos, suportando fortemente a 
hipótese de que a transmissão pode também ocorrer ent  indivíduos (Morris & Norris 
2012). No entanto, a transmissão entre humanos por via aérea ainda não foi confirmada 
(Hughes 2001; Matos & Esteves 2010b). A possibilidade de transmissão da PPc, entre 
humanos surgiu depois de relatos de um aumento do número de casos de PPc em 
unidades oncológicas e de transplantação (Singer et al. 1975; Chave et al. 1991; Cheung 
et al. 1994; Schmoldt et al. 2008). Estudos recentes, realizados em ambiente hospitalar, 
a amostras recolhidas em filtros de ar em locais com d entes infectados, suportam 
igualmente este tipo de transmissão em humanos, em qu  a detecção e identificação de 
genótipos de P. jirovecii em alguns desses estudos eram sobreponíveis aos observados 
nas amostras biológicas dos doentes, reforçando a perspectiva de que, a eventual 
aquisição poderá estar relacionada com a presença de DNA de Pneumocystis no ar 
(Olsson et al. 1998).  
A transmissão nosocomial parece constituir igualmente uma fonte de aquisição da 
infecção (Nevez et al. 2008). Estudos serológicos efectuados a profissionais de saúde 
constataram um aumento de anticorpos anti-P. j rovecii nos que mantinham contacto 
directo com doentes com co-infecção VIH/P. jirovecii (Leigh et al. 1993b; Lundgren et 
al. 1997; Vargas et al. 2000), podendo assim funcionar como potenciais hospedeiros 
intermediários na transmissão de Pneumocystis a indivíduos susceptíveis em ambiente 
hospitalar (Wissmann et al. 2010). Alguns estudos demonstraram ainda que, 
profissionais de saúde e membros da sua família podem tornar-se colonizados após 
contacto com doentes com PPc; no entanto, nem todos s estudos confirmam tais 




As grávidas parecem constituir igualmente, de acordo com algumas evidências, um 
reservatório da infecção, representando um papel crucial na transmissão aos seus recém-
nascidos (Miller et al. 2002; Vargas et al. 2003). A identificação de genótipos 
sobreponíveis entre a criança e a mãe são dados que sustentam esta hipótese (Miller et 
al. 2002). Alguns estudos propõem uma provável transmissão vertical, sugerindo que o 
estado imunitário da mulher durante a gravidez pode favorecer a transmissão de 
Pneumocystis ao feto através da placenta, a qual seria permeável ao mesmo (Cere t al. 
1997; Montes-Cano et al. 2009). Tal hipótese tem sido encarada com muitas reservas, 
uma vez que existem estudos com resultados não coincidentes (Icenhour et al. 2002). 
 
 1.4.2.2  Colonização por P. jirovecii 
A colonização por Pneumocystis ou estado de portador assintomático ou subclínico, 
contrariamente à doença por Pneumocystis, ocorre em indivíduos com diferentes tipos 
de imunodeficiência, ou mesmo saudáveis, sem sinais ou sintomas de doença (Maskell 
et al. 2003; Wakefield et al. 2003; Morris et al. 2004a, 2004b, 2004c, 2008; Matos et al. 
2006; Calderón 2010; Calderón & Dei-Cas 2010; Cushion 2010). Embora o estado de 
colonizado possa ocasionalmente ser detectado em amostr s respiratórias de indivíduos 
assintomáticos, através de técnicas de coloração citoquímicas de rotina ou fluorescentes, 
devido às baixas cargas parasitárias, técnicas de PCR são geralmente necessárias para 
determinar a presença de DNA do microrganismo (Nevez t al. 2001; Takahashi et al. 
2002).  
Os principais factores de risco associados à colonização em humanos encontram-se 













Quadro 2 - Factores de risco de colonização por Pneumocystis (Adaptado de Morris & Norris 2012). 
 
Factores de risco  
 
Condições clínicas 
Crianças, sobretudo com infecções do aparelho respiratório superior 
Gravidez 
Infecção VIH 
Transplantados de órgãos 
Doenças autoimunes 










Factores de risco clínicos 
Diminuição de células T CD4+ 
Fumadores 
Localização geográfica 
História recente de exposição a PPc 
Falta de profilaxia para PPc. 
 
 
As crianças parecem apresentar uma maior frequência de colonização relativamente aos 
adultos, uma vez que, o primeiro contacto com Pneumocystis parece ocorrer cedo, tendo 
em conta o aumento de anticorpos anti-P. jirovecii observado nos primeiros anos de 
vida (Wakefield et al. 1990c; Vargas et al. 2001; Samuel et al. 2011). Vargas et al. no 
Chile, detectaram DNA de P. jirovecii em amostras de aspirados nasofaríngeos em 32% 
das crianças saudáveis estudadas (Vargas et l. 2001). Já num outro estudo, efectuado 
em amostras obtidas post-mortem, recolhidas entre 1998 e 2000, o DNA de P. jirovecii 
foi identificado em 51,7% das crianças (Vargas et al. 2005). No entanto, neste grupo, à 
semelhança do que se verifica nos adultos, ainda não é exactamente conhecido o papel 





A alteração da imunidade relacionada com a gestação pode também aumentar o risco de 
colonização por Pneumocystis. Entre 33 gestantes assintomáticas seguidas no terceiro 
trimestre de gestação, 16% encontravam-se colonizadas, enquanto o microrganismo não 
foi detectado em nenhuma das 28 mulheres de control que não se encontravam 
grávidas (Wissmann et al. 2010). 
Segundo alguns estudos, a idade avançada parece constituir também um factor 
predisponente à colonização por P. jirovecii (Helweg-Larsen et al. 2002), 
inclusivamente sem doença de base. Colonização foi identificada num estudo com 
adultos séniores, em que a prevalência verificada foi de 21,5% em amostras de 
aspirados nasofaríngeos, no entanto, o significado línico deste achado mantém-se ainda 
por determinar (Vargas et al. 2010). Adicionalmente, os adultos séniores 
frequentemente apresentam condições clínicas que, quando tratadas com 
imunossupressores aumentam o risco de desenvolvimento da PPc. A diminuição da 
imunidade celular que acompanha o processo de envelhecimento pode facilitar também, 
a colonização pelo microrganismo (Mori et al. 2008). 
Os casos de colonização por Pneumocystis têm sido descritos, fundamentalmente, em 
doentes com infecção por VIH. A taxa de prevalência de portadores assintomáticos 
encontra-se entre os 10 e 69% (Leigh et al. 1993a; Nevez et al. 1999; Matos et al. 2001; 
Takahashi et al. 2002; Huang et al. 2003; Wakefield et al. 2003). Esta variabilidade 
resulta das diferentes populações de doentes estudadas, tipo de amostras recolhidas e 
dos diferentes métodos de detecção utilizados (Morris & Norris 2012). A relação entre 
colonização e a contagem de células T CD4+ em doentes VIH, encontra-se ainda em 
debate; é no entanto claro que, a colonização ocorre tanto em indivíduos com contagem 
de células T CD4+ elevadas, bem como nos doentes sob TARVc ou profilaxia anti-P. 
jirovecii (Huang et al. 2003). Constituem ainda factores de risco de colonização nos 
doentes VIH, o tabagismo e a localização geográfica (Morris et al. 2004a). 
Nos indivíduos imunocomprometidos seronegativos para VIH, a frequência de 
portadores de P. jirovecii varia entre os 4,4 e 40% (Nevez et al. 1997, 1999; Ribes et al. 
1997; Weig et al. 1997; Takahashi et al. 2002; Matos et al. 2003a). Doentes com 
determinadas patologias sob terapêutica imunossupressora, constituem um grupo de 
risco de colonização, conferindo a doença de base, muitas vezes, susceptibilidade (Le 




doentes transplantados sintomáticos se encontravam colonizados, apesar da 
administração de profilaxia (Hauser t al. 2011). Já um outro trabalho, envolvendo 
doentes com doenças autoimunes distintas, e utilizando amostras de expectoração 
induzida (EI), verificou que 16% destes se encontravam colonizados por Pneumocystis 
(Mekinian et al. 2011). 
Em diversas doenças pulmonares crónicas a colonização por este microrganismo tem 
sido igualmente observada. A prevalência da colonização evolui de acordo com a 
população e a patologia de base (Gutiérrez et al. 2011). Na fibrose quistica as taxas 
encontram-se entre 1% e 22% (Sing et al. 2001; Gal et al. 2010). Doentes com 
patologia intersticial pulmonar parecem ter elevada prevalência de colonização, 
particularmente quando sob corticosteroides. Segundo um estudo de Vidal et al. em 
doentes com suspeita de doença intersticial pulmonar, 34% encontravam-se colonizados 
(Vidal et al. 2006). Os doentes com DPOC e bronquite crónica repres ntam de igual 
modo, um grupo com relevante prevalência de colonização por Pneumocystis. Sivam et 
al. detectaram colonização em 42,1% dos indivíduos com DPOC avançada (Sivam et al. 
2011). Já Maskell et al. nas suas pesquisas detectaram o agente patogénico em 37% dos 
doentes com DPOC severa e em 5% com doença ligeira (Maskell et al. 2003), 
independentemente da história de tabagismo ou terapêutica por corticosteroides, 
constituindo assim um factor de risco acrescido (Morris et al. 2004c, 2008b; Huang 
2011; Norris & Morris 2011).  
De La Horra et al. demonstraram que doentes com neoplasia do pulmão de pequena 
célula apresentam 100% de colonização (De La Horra et al. 2004), comparativamente a 
29% em outras neoplasias primitivas do pulmão de não-pequena célula (Zahar et al. 
2002; Mori et al. 2010); porém, uma relação clara está ainda por esclar cer. 
Colonização por P. jirovecii foi também já reconhecida em doentes com diversas outras 
doenças crónicas, nomeadamente a diabetes mellitus, sarcoidose e mieloma múltiplo 
(Sinicco et al. 1996; Nevez et al. 1999, 2001; Sanno et al. 2007). 
A utilização de corticosteroides está igualmente associada à colonização por este agente 
patogénico. Um estudo realizado em indivíduos submetidos a broncoscopia revelou que, 
44% dos doentes sob terapia por corticosteroides se encontravam colonizados por P.
jirovecii e em 12% dos que não estavam sujeitos a este tipo de terapêutica (Maskell et 




com pneumonia bacteriana (Helweg-Larsen et al. 2002), e muitos outros estudos em 
doentes com patologia neoplásica (Barbounis et al. 2005; Bollée et al. 2007). 
Com o recente aumento da utilização de inibidores, como o factor de necrose tumoral α  
(TNF-α), tem sido reconhecido um aumento do risco de colonização nesses doentes 
(Saito et al. 2004). Wissmann et al., num estudo realizado a 78 doentes com doença 
reumatoide verificaram que, 25% se encontravam colonizados por P. jirovecii 
(Wissmann et al. 2008, 2011; Mori & Sugimoto 2012). A utilização deinfliximab por 
um período superior a três anos e a utilização de corticosteroides constituem factores de 
risco de colonização (Stratakos et al. 2005; Worth et al. 2005; Wissmann et al. 2011). 
A diminuição do número de linfócitos T CD4+ parece conferir um aumento do risco. 
Aproximadamente 30% dos doentes com contagem de células T CD4+ abaixo de 400 
cells/µl, ou o rácio linfócitos T CD4+/CD8+ abaixo de 1, encontram-se colonizados 
(Morris & Norris 2012). 
Estudos recentes demonstraram colonização em aproximadamente 20% de indivíduos 
saudáveis (Nevez et al. 1997; Medrano et al. 2005), contrariamente a outros grupos de 
estudo (Leigh et al. 1993b; Matos et al. 2001; Vargas et al. 2003). Ponce et al. em 
Santiago no Chile analisaram amostras de pulmão obtidas post-mortem da população 
em geral, e verificaram que 65% dos indivíduos se encontravam colonizados por P. 
jirovecii (Ponce et al. 2010); estes dados são difíceis de comparar a outros estudos, 
tendo em conta a dificuldade de obtenção de tal amostragem. Estes achados sugerem, 
todavia, que indivíduos colonizados com baixas cargas parasitárias podem ser mais 
comuns do que o previsto, e que este grupo de portadores temporários pode também 
possuir um papel crucial e activo na circulação do microrganismo, já que vão sendo 
reinfectados ao longo da sua vida (Medrano et al. 2005; Ponce et al. 2010; Morris & 
Norris 2012). 
A colonização por Pneumocystis representa assim um papel importante no mecanismo 
de desenvolvimento e transmissão da doença a indivíduos susceptíveis, sugerindo uma 
particular importância no eventual tratamento ou prevenção. Nos últimos anos, tem por 







1.5  Enquadramento clínico do P. jirovecii nos humanos 
1.5.1  Apresentação e importância clínica 
Pneumocystis jirovecii é, como já referido, um fungo capaz de provocar pneumonia 
grave no homem, cuja duração e gravidade depende de iversos factores, sobretudo, do 
estado imunitário do hospedeiro e do número de agentes patogénicos presentes no 
pulmão. Assim sendo, não existem manifestações clínicas patognomónicas da PPc, uma 
vez que a evolução natural da infecção é muito variad  (Hughes 1994; Huang et al. 
2006; Fujii et al. 2007; Varela et al. 2011).  
O quadro clínico da PPc caracteriza-se por diversos sintomas, em particular, febre, 
dispneia progressiva e tosse, regra geral não produtiva ou produzindo pequenas 
quantidades de expectoração esbranquiçada (Kovacs et al. 2001; Walzer 2002; Thomas 
& Limper 2004; Huang et al. 2006; Calderón et al. 2010; Varela et al. 2011; Guo et al. 
2014). Outros sintomas podem desenvolver-se como tosse produtiva, dor no peito, ou 
até ligeiros sintomas gripais (Munksgaard 2004; Calderón et al. 2010; Varela et al. 
2011). O exame físico geralmente revela taquipneia, taquicardia, ou cianose (Walzer 
1999; Thomas & Limper 2004; Calderón et al. 2010; Catherinot et al. 2010; Huang et 
al. 2011). A auscultação é muitas vezes normal (Huang et al. 2006).  
No doente seropositivo para VIH a evolução destes sintomas pode ser mais lenta, 25 a 
28 dias após a infecção, caracterizada como subaguda, o que pode retardar o diagnóstico 
(Fujii et al. 2007; Calderón et al. 2010; Catherinot et al. 2010; Huang et al. 2011; 
Varela et al. 2011). A manifestação da doença acontece geralmente quando a contagem 
de células T CD4+ é inferior a 200 células/mm3 (Phair et al. 1990; Thomas & Limper 
2004; Huang et al. 2006; Catherinot et al. 2010). Ainda pode surgir emagrecimento, 
astenia e suores nocturnos (Engelberg t al. 1984), bem como pneumonia intersticial 
aquando do estabelecimento da infecção (Kovacs et al. 1984). 
Já no doente imunocomprometido seronegativo para VIH, a sintomatologia da PPc 
surge de forma súbita, e a infecção evolui rapidamente em alguns dias para a 
insuficiência respiratória aguda (Bartlette & Smith 1991; Walzer 2002; Fujii et al. 2007; 
Calderón et al. 2010; Catherinot et al. 2010; Varela et al. 2011; Li et al. 2014). 
A radiografia do tórax caracteriza-se por um infiltrado bilateral intersticial difuso, que 
predomina na região peri-hilar, tornando-se mais homogéneo com a evolução da 




quísticas, nódulos, infiltrados intersticiais localiz dos ou unilaterais, e pneumotórax 
(Wazir & Ansari 2004; Fujii et al. 2007; Calderón et al. 2010; Varela et al. 2011), os 
quais parecem estar relacionados com a administração da profilaxia para a PPc, 
particularmente a pentamidina em aerossol (Jules-Ely ee et al. 1990; Thomas & Limper 
2004). 
Devido à sua grande sensibilidade, a tomografia computadorizada de alta resolução 
pode ser útil em algumas situações, nomeadamente quando não são observadas 
alterações na radiografia ao tórax (Fujii et al. 2007; Calderón et al. 2010; Catherinot et 
al. 2010; Huang et al. 2011; Varela et al. 2011). O achado mais característico dos 
doentes com PPc é a presença de um exsudado intra-alveolar espumoso, que produz na 
tomografia um padrão em “vidro fosco”, bem como o espessamento de septos 
intralobulares, reflectindo a infiltração intersticial por edema ou lesões quísticas 
(Marchiori et al. 2001). 
A avaliação laboratorial de rotina com base em análises bioquímicas, hematológicas e 
serológicas revela-se limitada e inespecífica para o diagnóstico da PPc. O doseamento 
de desidrogenase láctica (LDH, do inglês lactase dehydrogenase) no soro tem-se 
revelado um método útil no diagnóstico de P. jirovecii, pois embora, não sendo um 
marcador específico da doença, permite, frequentemet , registar níveis elevados 
daquela enzima (Smith et al. 1988). Também é frequente encontrar nos doentes com 
PPc diminuição da pressão parcial de oxigénio arteri l (PaO2), que conduz a hipoxemia 
(Calderón et al. 2010). 
Quando a apresentação clínica de PPc é acompanhada pel  presença de outras doenças 
de base e suas complicações, o diagnóstico pode tornar-se um desafio, uma vez que, o 
quadro clínico pode revelar-se mais atípico e confuso e o diagnóstico diferencial difícil 
(Chuang et al. 2007). 
Aproximadamente 13 a 18% dos doentes seropositivos para VIH com diagnóstico de 
PPc apresentam outras causas correntes de disfunção pulm nar, como tuberculose (TB), 
sarcoma de Kaposi (SK), ou pneumonia bacteriana (Baughman et al. 1994; Shebl et al. 
2010). TB e PPc podem exibir aspectos clínicos e radiológicos sobreponíveis, podendo 
ocorrer inclusivamente co-infecção (Orlovic et al. 2001; Boondireke t al. 2010).  
Ainda que de forma rara, com percentagens inferiores a 3%, encontram-se descritos 




sugerindo assim a disseminação sistémica (Cohen et al. 1991; Ng et al. 1997; Fujii et al. 
2007; Karam et al. 2014). A PPc extrapulmonar pode afectar uma variedd  de órgãos e 
tecidos, como o fígado, o timo, o baço, o globo ocular, o sistema auditivo, a medula 
óssea, o coração, a tiróide, os rins, o aparelho gastrointestinal, o córtex cerebral, os 
gânglios linfáticos e a pele; a disseminação parece ocorrer por via linfática e sanguínea 
(Ng et al. 1997; Munksgaard 2004; Wazir & Ansari 2004; Fujii et al. 2007; Varela et al. 
2011). Nos indivíduos seronegativos para VIH, a difusão da doença, a ocorrer, dá-se 
imediatamente no estádio pré-mortem, e muitas vezes estes doentes falecem da 
patologia subjacente, não sendo a PPc extrapulmonar cli icamente evidente (Ng et al. 
1997). Relativamente aos doentes seropositivos para VIH, estas manifestações são raras, 
reportadas apenas em casos muito específicos (Munksgaard 2004), sendo as mais 
frequentes as lesões oftalmológicas da coroide e dosistema auditivo, e com melhor 
prognóstico do que a PPc disseminada (Ng et al. 1997). A disseminação da infecção 
pode ocorrer ainda em situações de acentuada imunossupre são, em doentes a fazer 
profilaxia com pentamidina por inalação ou sem qualer tipo de terapêutica (Grashand 
et al. 1997; Ng et al. 1997; Walzer 2002). 
Pneumocystis é um microrganismo oportunista clássico, que causa doença ligeira ou 
inexistente em hospedeiros imunocompetentes; no entanto, em hospedeiros 
imunocomprometidos pode resultar numa insuficiência respiratória fulminante quando 
sem terapêutica adequada (Gigliotti & Wright 2012). Na ausência de uma abordagem 
clínica especifica, as características apresentadas podem ser confundidas com infecções 
concomitantes por outros microrganismos, ou mesmo por complicações da patologia 
subjacente (Hughes 1994). 
 
 1.5.2  Patologia e patogénese 
As primeiras descrições da interacção de P. jirovecii com as células do hospedeiro 
foram baseadas na observação de lesões pulmonares em cort s histológicos de pulmão, 
corados pela hematoxilina-eosina. A presença de um exsudado espumoso/algodonoso 
eosinofilico com aspecto em “favo de mel” no interior dos alvéolos pulmonares - molde 
alveolar, era descrito como patognomónico da PPc. A presença dos quistos podia ser 
confirmada através da aplicação de colorações citoquímicas em amostras desse 




No pulmão, P. jirovecii adere às células epiteliais do alvéolo pulmonar, os pneumócitos 
de tipo I, onde prolifera na forma de trofozoíto através da interdigitação das suas 
membranas com as do hospedeiro, podendo desencadear, inclusivamente, a descamação 
da superfície alveolar (Yoneda & Walzer 1983; Yoshida 1989). Esta aderência é 
promovida pela interação com as proteínas fibronectina e a vitronectina do hospedeiro, 
que se ligam à superfície do parasita e permitem a incorporação de receptores de 
integração que estão presentes no epitélio alveolar. No tecido infectado, os pneumócitos 
de tipo I, em contacto com o microrganismo podem aparecer vacuolizados e com sinais 
de erosão (Beck & Harmsen 1998). Tem sido também avent do que, os pneumócitos do 
tipo II são por vezes igualmente afectados, e que na ausência de tratamento pode 
inclusivamente ocorrer a destruição destes (Long et al. 1986). A proliferação dos 
trofozoítos, a formação de quistos e a resposta do hospedeiro às lesões do tecido 
pulmonar, conduzem então ao preenchimento dos alvéolos p r um exsudado espumoso 
(Figura 5.A.B) (Bartlett & Smith 1991), explicando, a dispneia como uma das 
primeiras manifestações da PPc (Macfarlane & Finch 1985). 
 
                 
 
Figura 5 - Imagens de microscopia electrónica em condições de elevada osmolaridade. A-Trofozoítos 
(setas verde), lúmen alveolar (estrela vermelha), lúmen capilar (estrela amarela), microvilosidades das 
células epiteliais (seta vermelha), membrana basal (seta amarela) (Adaptado de Dei-Cas et al. 1998). B-
Préquisto com três corpos intraquisticos (Adaptado de Ishida et al. 1994). 
 
A resposta gerada pelo hospedeiro na presença de P. jirovecii constitui uma interacção 





polimorfonucleares neutrófilos, os linfócitos T CD4+ e os mediadores solúveis (Huang 
et al. 2006; Vedy et al. 2009). 
Estudos realizados em modelos animais revelaram que é necessário ocorrer uma 
resposta inflamatória pulmonar para o controlo da PPc (Castro & Morrison-Bryant 
2010). Nas situações de PPc grave, verifica-se a ocorrência de intensos infiltrados de 
polimorfonucleares neutrófilos nos pulmões, que podem resultar em danos no tecido 
alveolar e consequentemente insuficiência respiratór a. De facto, a evolução da doença 
está mais relacionada com a gravidade da inflamação, do que propriamente com a carga 
parasitária, inflamação essa que, quando muito exuberante, pode provocar sérias lesões 
nos pulmões durante a infecção, nomeadamente, edema, desenvolvimento de 
membranas hialinas e fibrose intersticial (Limper et al. 1989; Thomas & Limper 2004; 
Miller et al. 2013); hipertrofia dos pneumócitos do tipo II, é também frequentemente 
observada, como forma de reparação tecidular (Miller et al. 2013). Pneumocystis pode 
ocasionalmente promover outros tipos de resposta por parte do hospedeiro, 
nomeadamente lesões granulomatosas (Cruickshank 1975; Blumenfeld et al. 1988) e 
cavitárias (Eng et al. 1987; Pincus et al. 1987). Todavia, indivíduos seropositivos para 
VIH podem apresentar características clínicas e morfológicas de lesões pulmonares sem 
evidência do agente (Ramaswamy et al. 1985).  
A resposta imunitária central está associada aos linfócitos T CD4+, uma vez que são 
responsáveis pela activação de células efectoras da resposta inflamatória; assim sendo, o 
risco de infecção aumenta quando os valores de linfócitos T CD4+ são inferiores a 
200/mm3 (Phair et al. 1990). Contudo, perante a ausência de um número suficiente de 
linfócitos T CD4+ para controlo da infecção, os linfócitos T CD8+ iniciam a sua resposta 
híper-inflamatória, causando severos danos, sem redução do número de microrganismos 
(Castro & Morrison-Bryant 2010). A fagocitose das células infectadas é realizada pelos 
macrófagos alveolares, cuja função se poderá encontrar já alterada, em hospedeiros 
imunocomprometidos com outras patologias subjacentes (Koziel et al. 1998). 
Na ausência de profilaxia após tratamento do primeio episódio, os doentes 
seropositivos para VIH muitas vezes desenvolvem episódios secundários de PPc (De 
Lorenzo et al. 1985). Esses episódios podem resultar da viabilidade de microrganismos 
da infecção inicial, logo uma reactivação, demonstra do assim resistência à terapêutica, 




amostras respiratórias de seropositivos e seronegativos para VIH que desenvolveram 
PPc, embora os doentes seropositivos para VIH apresentem maior número de P. 
jirovecii no tecido pulmonar, o processo inflamatório é mais exacerbado nos doentes 
seronegativos para VIH, e composto essencialmente por polimorfonucleares neutrófilos 
e raros macrófagos, levando a diminuição da pressão de xigénio arterial e podendo 
inclusivamente conduzir à morte do hospedeiro por insuf ciência respiratória grave 
(Fleury et al. 1985; Limper et al. 1989; Touze et al. 1991). 
 
1.5.3  Pneumonia por P. jirovecii 
PPc ou pneumocistose é a designação atribuída à pneumo ia desencadeada por 
Pneumocystis em humanos e outros mamíferos. Inicialmente apelidado de P. carinii em 
homenagem a António Carini, em 1994, em resposta a uma série de dados obtidos por 
biologia molecular, bem como com base em estudos de infecção cruzada, o fungo que 
infectava o homem passou a designar-se P. carinii f. sp. hominis. Já no fim da década de 
noventa um sistema binomial foi proposto, passando a designar-se de P. jirovecii. 
Actualmente, a sigla PPc representa Pneumonia por Pneumocystis (Miller & Huang 
2004). 
Pneumocystis jirovecii é a principal causa de pneumonia grave e por vezes fatal em 
imunocomprometidos, já que é responsável por causar infecções oportunistas 
especificas no aparelho respiratório dos humanos (Stringer et al. 2002; Wakefield 
2002). 
O reconhecimento de Pneumocystis como agente etiológico da PPc ocorreu nos anos 
cinquenta do século passado através da observação, identificação e confirmação do 
microrganismo em tecido pulmonar de crianças com patologia pulmonar, na altura 
designada por pneumonia intersticial (Kovacs et al. 2001). Hughes et al., num estudo 
realizado em ambiente hospitalar verificaram a presença da PPc, em 17 crianças com 
patologia maligna, em que a leucemia linfoblástica aguda (LLA) constituía a maior 
condição predisponente (Hughes et al. 1973). 
Nos anos oitenta do século passado, a pandemia de VIH e as elevadas taxas da PPc, 
colocaram o foco na pesquisa e compreensão de Pneumocystis no meio científico 
(Kaneshino & Limper 2011). Contudo, a PPc continua a ocorrer em pessoas com 




profilaxia para a PPc, nos que são resistentes à TARVc, e ainda em 
imunocomprometidos seronegativos para VIH com diferentes graus de 
imunodeficiência. 
A mortalidade entre os seropositivos para VIH com PPc grave, contínua alta, 
estimando-se entre 29 a 62% nos doentes admitidos nos cuidados intensivos (Dickson 
Sj et al. 2007; Radhi et al. 2008). Os principais factores associados a mau prognóstico 
da PPc e ao aumento da mortalidade neste tipo de doentes incluem, a idade avançada, a 
necessidade de ventilação mecânica, os baixos níveis d  hemoglobina, o 
desenvolvimento de pneumotórax, a diminuição da PaO2, umento no gradiente de 
oxigénio arterial alveolar [P(Aa)O2], e a presença de comorbilidade médica e episódios 
anteriores de PPc (Morris et al. 2008b; Radhi et al. 2008; Walzer et al. 2008; Morris & 
Norris 2012). O envolvimento de outras co-infecções bacterianas, fúngicas ou virais 
relacionam-se igualmente com um pior desfecho clínico (Vavricka et al. 2004; Bento et 
al. 2013). Alguns estudos referem que uma diminuição na contagem de células T CD4+ 
está relacionada com um aumento da mortalidade, mas nem todos os trabalhos suportam 
tais resultados (Radhi et al. 2008; Morris & Norris 2012). 
O número de imunocomprometidos seronegativos para VIH em risco de PPc, tem vindo 
a aumentar, com o aumento dos casos de transplante de órgãos, introdução dos agentes 
inibidores anti-TNF-α (Saito et al. 2004; Morris & Norris 2012) e o uso continuado de 
corticosteroides (Yale & Limper 1996; Genvresse et al. 1998; Vavricka et al. 2004). No 
entanto, o número absoluto de casos de PPc é ainda muito menor e a profilaxia mais 
eficaz, relativamente aos seropositivos para VIH (Rodriguez & Fishman 2004; Green t 
al. 2007). A mortalidade entre o grupo dos imunocomproetidos seronegativos para 
VIH com PPc, apresenta-se de uma forma geral superior em relação aos infectados por 
VIH, com taxas de aproximadamente 53% (Thomas & Limper 2004; Enomoto et al. 
2010), provavelmente como resultado secundário a uma acentuada resposta inflamatória 
pulmonar por parte do hospedeiro (Limper et al. 1989; Monnet et al. 2008). Como 
principais factores predisponentes, temos o desenvolvimento de pneumotórax, 
intubações tardias, necessidade de longos períodos de ventilação mecânica e elevada 
severidade inicial da doença (Festic et al. 2005; Morris & Norris 2012; Kim et al. 2014; 
Kofteridis et al. 2014). A contagem de células T CD4+ revela-se ineficaz na 




apresentem baixos níveis de contagem aquando da doença (Festic et al. 2005; Enomoto 
et al. 2010). A LDH embora muitas vezes elevada não é diagnóstica (Festic et al. 2005). 
Um importante problema mundial de saúde pública surgiu com o advento de VIH/sida. 
A PPc tornou-se a primeira doença definidora de sida com elevada prevalência (Phair et 
al. 1990). Dados da ECDC comprovam este facto, e indicam que, ainda actualmente, a 
PPc continua a constituir a principal infecção oportunista definidora do estado de sida 
com elevada morbilidade e mortalidade, particularmente ntre os adolescentes e adultos, 
heterossexuais e homossexuais e utilizadores de drogas, na União Europeia (Figura 6) 





Figura 6 – Distribuição do número de casos de doentes seropositivos para VIH na União Europeia, pelas 

































1.6  Diagnóstico da pneumonia por P. jirovecii 
1.6.1  Diagnóstico presuntivo 
Um diagnóstico atempado e a implementação de uma terapêutica adequada, são 
essenciais para uma boa resposta clínica nos casos d  PPc, em qualquer hospedeiro 
imunocomprometido (Rodriguez & Fishman 2004).  
O diagnóstico presuntivo da PPc tem por base o enquadramento de diversos dados, 
nomeadamente o quadro clínico do doente, os testes de função pulmonar e a gasimetria 
arterial, e os exames radiológicos e laboratoriais ine pecíficos. 
A apresentação clínica da PPc nos seronegativos para VIH pode diferir dos doentes com 
infecção por VIH (Limper et al. 1989). Segundo orientações do Centres for Disease 
Control/Communiable Disease Surveillance Center (CDC/CDSC), para os doentes 
seropositivos para VIH, os critérios de diagnóstico presuntivo da PPc são: a dispneia de 
esforço/tosse recente não produtiva; radiografia ao toráx com infiltrado intersticial 
bilateral; hipoxemia arterial e ausência de evidência de pneumonia bacteriana 
(CDC/CDSC 1980; Rani et al. 2000). A evolução da PPc neste grupo tende a ser 
subaguda, muitas vezes envolvendo uma a duas semanas. Já nos seronegativos para 
VIH, os sintomas evidenciados apresentam-se mais variáveis e com um 
desenvolvimento mais rápido e severo, geralmente acompanhado de acentuada 
hipoxemia. Estes tipos de reacção, embora ainda de causa desconhecida, parecem 
reflectir o estado imunitário pulmonar do individuo (Rodriguez & Fishman 2004). 
No exame físico, encontra-se tipicamente taquipneia, taquicardia e ausência de 
alterações a nível da auscultação pulmonar. Numa fase inicial os sintomas podem não 
ser relevantes, mas com o tempo podem evoluir para insuficiência respiratória grave 
(Touze et al. 1991). Nos testes de função pulmonar, a presença nos casos da PPc da 
característica hipoxemia, produz um aumento do P(Aa)O2 (Rodriguez & Fishman 2004; 
Kim et al. 2014; Kofteridis et al. 2014). 
A imagem radiográfica torácica pode revelar-se normal, apesar da significativa 
hipoxemia e do envolvimento difuso do parênquima (Sirotzky et al. 1978), podendo 
variar em função da patologia subjacente, do seu gra , e da presença de outras infecções 
concomitantes (Fishman 1994). Embora não exista um padrão radiológico característico 
da PPc, o aspecto clássico é um padrão intersticial bil teral, caracterizado por 




Quando não são observadas alterações na radiografia ao tórax ou este se mostra 
equívoco perante doentes com suspeita clínica de PPc, o recurso à tomografia 
computorizada de alta resolução pode revelar-se útil, tendo em conta a sua alta 
sensibilidade (Crans & Boiselle 1999; Fishman 2002), bem como testes de medicina 
nuclear, como a cintigrafia pulmonar com Gálio 67 (67Ga), um exame muito sensível, 
apesar de inespecífico para a PPc, mas que localiza lesões inflamatórias (Fishman 1994, 
2002; Crans & Boiselle 1999). 
O doseamento da LDH embora muito sensível, não é específico da PPc, podendo, 
mesmo assim constituir uma ferramenta útil na avalição do prognóstico e da resposta à 
terapêutica (Kagawa et al. 1988; Grover et al. 1992; Quist & Hill 1995; Butt et al. 
2002). Segundo alguns estudos, os doentes com infecção por P. jirovecii, apresentam 
um aumento do nível de LDH, reflexo da reacção inflamatória e da lesão pulmonar 
causada pelo microrganismo. No entanto, outros processos pulmonares como a embolia 
pulmonar, linfoma e outras pneumonias também revelam uma subida do nível de LDH 
(Fishman 2002). Um estudo realizado em doentes seropositivos para VIH com PPc, 
observou que, 92% apresentavam elevados níveis de LDH (Rani et al. 2000). 
A gasimetria arterial constitui uma importante ferramenta para o diagnóstico desta 
doença, fornecendo informações relevantes para estabelecer a sua gravidade e 
direccionar o tratamento (Walzer 2002). Este teste pode indicar hipoxemia com 
diminuição da PaO2, e aumento da P(Aa)O2 (Speich et al. 1992; Walzer 2002).  
Os testes sero-imunológicos acarretam algumas limitações, tendo em conta a alta 
percentagem de portadores de anticorpos anti-P. j rovecii na população em geral, 
comportando por isso, um maior risco de, devido a reacções cruzadas com outros 
agentes, apresentarem falsos positivos. Para além disso, a eficácia do diagnóstico e do 
tratamento é dificultada pelo facto de a metodologia em causa não conseguir relacionar 
o estado da infecção com a intensidade com que a mesma se apresenta, não permitindo, 
assim, uma diferenciação entre infecções prévias e recém-adquiridas (Morris & Norris 
2012). 
 
1.6.2  Diagnóstico definitivo 
A inexistência de uma abordagem clínica universal em doentes com suspeita clínica da 




precoce da doença e instituição da terapêutica adequ a (Helweg-Larsen 2004; Huang 
et al. 2011). Este diagnóstico pode revelar-se dificil em indivíduos 
imunocomprometidos, devido à inespecificidade dos sinais e sintomas, dos achados 
radiológicos, assim como da frequente coexistência de infecções oportunistas com 
múltiplos outros microrganismos, de outras doenças associadas, e a potencial toxicidade 
dos agentes utilizados para o tratamento dos doentes seropositivos para VIH (Rodriguez 
& Fishman 2004; Thomas & Limper 2004). O diagnóstico definitivo da PPc tem por 
base a observação microscópica de Pn umocystis em amostras biológicas respiratórias 
(Helweg-Larsen 2004; Huang et al. 2011). 
 
1.6.2.1  Amostras biológicas 
As amostras biológicas respiratórias utilizadas no diagnóstico definitivo da PPc podem 
ser divididas em: amostras obtidas por técnicas não i vasivas, como a expectoração 
espontânea (EE) ou induzida (EI), o aspirado nasofaríngeo ou o lavado oral (LO), e por 
técnicas invasivas, como a biópsia pulmonar (BP), a biópsia transbrônquica (BTB), o 
lavado broncoalveolar (LBA), a secreção brônquica (SB), e o escovado brônquico (EB).  
Em 1897, Killian introduziu na prática médica o bronc scópio. Com a introdução do 
instrumento de fibra óptica, em 1996, por Ikeda, houve um aumento do alcance do 
equipamento e, consequentemente, do potencial diagnóstico. A broncofibroscopia 
permite a visualização da árvore brônquica. O desenvolvimento de pinças, cateteres e 
escovas possibilitou uma amplificação diagnóstica, através da obtenção de amostras 
representativas do parênquima pulmonar para diagnóstico cito-histopatológico, 
microbiológico e imunológico, através das técnicas de BP, BTB, LBA, SB e EB (Zavala 
1975; Da Silva & Tomio 2005; Moreira et al. 2010). Muito do valor da broncoscopia 
depende fundamentalmente do alcance diagnóstico a partir da adequada colheita, 
preparação e análise do maior número e volume possível de amostras biológicas 
(Moreira et al. 2010). 
O Quadro 3 apresenta alguns dos tipos de amostras biológicas utilizadas no diagnóstico 







Quadro 3. Tipo de amostras biológicas utilizadas no diagnóstico da PPc, referências bibliográficas e 
respectivas percentagens de detecção (Adaptado de Rdriguez & Fishman 2004). 
 
 
  Tipo de amostra a Referência bibliográfica % 
 
 EE Walzer et al. 1974; Lau et al. 1976 Baixa 
 EI Kovacs et al. 1988; Fishman 2002 30-55 
 EI/Imunofluorescência Kovacs et al. 1988; LaRocque t al. 2003 60-97 
 LBA Stover et al. 1984; Fishman 2002 80-95 
 LBA e BTB Broaddus et al. 1985; Fishman 2002 > 95 
 BP Rossiter et al. 1979 > 95 
  
 
a EE, expectoração espontânea; EI, expectoração induzida; LBA, lavado broncoalveolar; BTB, biópsia transbrônquica; BP, biópsia pulmonar. 
 
A BP representa o método gold standard de diagnóstico laboratorial na avaliação do 
processo pulmonar nos hospedeiros imunocomprometidos (Rodriguez & Fishman 
2004), e geralmente é realizada com o auxílio de uma pinça endoscópica (Moreira et al. 
2010). O diagnóstico de fragmentos de tecido pulmonar, permite a observação do 
microrganismo em mais de 95% dos casos de infecção (Rossiter et al. 1979; Baughman 
1994). Também a BTB permite a identificação de P. jirovecii em mais de 95% dos 
casos, devendo ser considerada principalmente nos ser negativos para VIH com forte 
suspeita de PPc e LBA negativos (Broaddus et al. 1985; Fishman 2002). A colheita do 
líquido do LBA é realizada por broncofibroscopia com encravamento do fibroscópio no 
lobo médio, instilação de uma solução salina, e posteri r aspiração (Gosey et al. 1985). 
Dada a sua elevada sensibilidade, esta é a técnica mais utilizada no diagnóstico de 
infecções fúngicas, nomeadamente da PPc em imunocomprometidos (Miller et al. 1991; 
Ribes et al. 1997; Arcenas et al. 2006; Linssen et al. 2006; Huggett et al. 2008; Botterel 
et al. 2012; MacTaggart et al. 2012). A análise do líquido do LBA permite, segundo 
alguns estudos, o diagnóstico em mais de 80% de todos s doentes com PPc e em mais 
de 95% em doentes com infecção por VIH (Rodriguez & Fishman 2004; Fan et al. 
2013). Trata-se, contudo, de um procedimento dispendioso, invasivo e que envolve 
riscos secundários, como o pneumotórax (Baughman et al. 1991). A SB constitui a 
simples aspiração de secreção nos brônquios principa s da árvore brônquica durante a 
broncoscopia. No entanto, em alguns casos, pode existir a necessidade de instilação de 




tosse e fluidificando as secreções espessas (Matos 1999; Moreira et al. 2010). Já o EB é 
mais utilizado para lesões localizadas suspeitas, as qu is são escovadas via endoscópica, 
evitando áreas necrosadas (Moreira et al. 2010). A expectoração é uma amostra 
biológica que pode ser obtida espontaneamente ou de ma forma simples que não 
requer equipamento específico. Representa um método não invasivo, de baixo custo, 
que comporta um baixo risco de complicações, as quais,  existirem, são 
predominantemente transitórias e desprovidas de gravidade (Bigby et al. 1986; Kovacs 
et al. 1988; Kirsch et al. 1990; Nowaseb et al. 2014). A EE recolhida por rotina para 
cultura de agentes bacterianos e fúngicos, raramente é diagnóstica em casos de PPc 
(Lau et al. 1976). Por sua vez, a EI baseia-se no conceito de que, alterações no 
microambiente das vias aéreas como o pH e a osmolaridade, bem como a activação de 
mediadores inflamatórios, podem de forma aguda aumentar a secreção e tornar possível 
a obtenção de amostras em doentes que originalmente apresentavam tosse improdutiva 
(Da Silva & Tomio 2005). A EI é obtida pela inalação de uma solução salina 
hipertónica (um soro salino a 1,8%, durante 10 a 15 minutos, com um nebulizador 
ultrassónico, que promove a transudação e a exfoliaçã  traqueobrônquica) tem-se 
revelado útil no diagnóstico da PPc em imunocomprometidos; trata-se de um método 
menos invasivo, com menor desconforto e risco para o doente, bem como custos mais 
reduzidos (Bigby et al. 1986; Kovacs et al. 1988). Esta técnica permite a detecção do 
agente em 30 a 55% dos casos de infecção, após a coloração com corantes não 
específicos, por vezes de difícil interpretação (Nget al. 1989; Rodriguez & Fishman 
2004). O problema da baixa sensibilidade foi ultrapassado com a associação à 
imunofluorescência (IF) com anticorpos monoclonais (AcM) anti-P. jirovecii, fixando-
se a percentagem de detecção entre 60 a 97% dos casos de infecção (Kovacs et al. 1988; 
Baughman et al. 1989; Ng et al. 1990a, 1990b; Matos et al. 1995). Actualmente, a 
aplicação de técnicas de biologia molecular, revelam-se promissoras, mas ainda sem 
fácil e amplo acesso (Caliendo et al. 1998). A EI apresenta uma sensibilidade superior 
comparativamente à EE, no entanto, alguns estudos verificaram que o limite de 
detecção de P. jirovecii neste tipo de amostras é baixo, relativamente a outr s amostras 
biológicas obtidas por métodos invasivos (Elvin et al. 1988). Com o objectivo de 
procurar obter amostras de forma pouco invasivas e com maior sensibilidade, 




orofaringe e orais (Wakefield et al. 1993; Helweg-Larsen et al. 1997; Matos et al. 
2001), todavia, os resultados recolhidos tem demonstrado ainda baixa sensibilidade. O 
LO é obtido por gargarejamento com um soro salino. 
Estudos recentes demonstraram que o líquido do LBA constitui o tipo de amostra 
biológica respiratória mais sensível, para o diagnóstico de infecções fúngicas, em 
indivíduos imunocomprometidos com diferentes tipos de imunodeficiência, sendo por 
isso recomendado no diagnóstico da PPc (Miller et al. 1991; Da Silva et al. 2007). Em 
indivíduos sujeitos a agentes profiláticos, como é o caso da pentamidina, o número de 
microrganismos pode diminuir e ou a sua distribuição no pulmão se encontrar alterada, 
reduzindo assim a sensibilidade diagnóstica da amostra e modificando a apresentação 
clínica da infecção (Bigdy et al. 1986; Jules-Elysee t al. 1990). 
 
1.6.2.2  Métodos laboratoriais tradicionais de diagnóstico 
Técnicas citoquímicas 
Devido à incapacidade de crescimento de P. jirovecii em cultura in vitro, o diagnóstico 
reside na visualização do microrganismo em amostras biológicas respiratórias, 
principalmente o líquido do LBA, EI e tecido pulmonar (Helweg-Larsen 2004; Huang et 
al. 2011; Morris & Norris 2012), mediante a utilização de diferentes colorações. As 
diversas técnicas citoquímicas descritas para a identificação microscópica de formas 
morfológicas características do ciclo de vida de Pneumocystis, podem agrupar-se nas 
que possuem afinidade para a parede dos quistos, mas não para o seu conteúdo ou os 
trofozoítos, e nas que coram os trofozoítos e corpos intraquísticos, mas não os quistos 
(Kovacs et al. 1988, 2001; Ng et al. 1990b; Calderón et al. 2010). 
As principais colorações tradicionais citoquímicas utilizadas são: a coloração pela 
metenamina prata (GMS, do inglês gomori methenamina-silver), a coloração pelo 
Giemsa, a coloração pelo azul de toluidina (TBO, do inglês toluidine-blue O), e a 
coloração fuorescente calcoflúor (Kovacs et al. 1988, 2001; Ng et al. 1990a, 1990b; 
Procop et al. 2004). Nenhum destes métodos é específico para P. jirovecii e a 
identificação baseia-se na morfologia do parasita (Procop et al. 2004).  
Descrita por Gomori e modificada por Grocott, em 1955, a técnica pela GMS, é 
considerada como a técnica de referência no diagnóstico da PPc, através da coloração da 




escuro, num fundo cinza esverdeado claro (Figura 7.A). Esta técnica, para além de ser 
onerosa e morosa, requer um profissional experiente para a leitura das preparações, uma 
vez que, não sendo específica, também cora outras estruturas. A coloração pela TBO 
(Gosey et al. 1985), e a coloração pelo calcoflúor (Baselski et al. 1990), apresentam 
também afinidade para os constituintes das formas quí ticas, mas também não são 
específicas. Já a coloração pelo Giemsa (Holten-Andersen & Kolmos 1989) (Figura 
7.B), apresenta afinidade para a observação dos trofozoítos e dos corpos intraquísticos 
no interior dos quistos. Embora de fácil e rápida execução, a técnica de Giemsa permite 
a identificação de outros microrganismos, a sua leitura é difícil, requerendo um técnico 
experiente (Hughes 2001; Kovacs et al. 2001; Calderón et al. 2010).  
 
 
      
 
Figura 7 – Identificação microscópica de formas morfológicas de Pneumocystis em amostras 
respiratórias, utilizando diferentes técnicas de coloração. A – Quistos (GMS 400X e 1000X) [Gentilmente 
cedido pelo Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de Egas Moniz (HEM) – Centro Hospitalar 
Lisboa Ocidental (CHLO) - fotografias da autora]; B – Trofozoítos (Giemsa 1000X) (Adaptado de Vedy 
et al. 2009). 
 
Todas as técnicas enunciadas apresentam diversas limitações (Morris & Norris 2012). A 
sua inespecificidade, sobretudo pela grande variedade e estruturas morfológicas que 
poderão ser observadas semelhantes às formas de Pneumocystis, conduzem a uma 
enorme subjectividade (Gill et al. 1987; Elvin et al. 1988; Ribes et al. 1997) Assim 
sendo, a eficácia e sensibilidade destas técnicas rel cionam-se consideravelmente com 
vários factores, dependendo fundamentalmente, da experiência dos profissionais, do que 






amostra biológica utilizada e da quantidade de microrganismos presentes na mesma 
(Ribes et al 1997; Helweg-Larsen 2004; Calderón et al. 2010). A coloração de 
Papanicolaou (PAP) (Figura 8.A.B), apesar de se encontrar mais indicada para a 
observação de alterações na morfologia celular, pode e permite também a identificação 
de P. jirovecii (Cordani et al. 2008; Miller et al. 2013).   
 
 
   
 
Figura 8 – Identificação microscópica de quistos de P. jirovecii em SB pela técnica de PAP: A - 400X; B 
- 1000X (Gentilmente cedido pelo Serviço de Anatomia Patológica do HEM - CHLO - fotografias da 
autora). 
 
Técnicas de imunofluorescência 
Com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais (AcM) específicos para P. jirovecii 
em 1986, técnicas de IF directa e indirecta, começaram a ser implementadas no 
diagnóstico da PPc (Kovacs et al. 2001), tendo sido consideradas mais sensíveis e 
específicas do que os outros métodos tradicionais (Elvin et al. 1988; Kovacs et al. 1988; 
Baughman et al. 1989; Ng. et al. 1990a, 1990b; Olsson et al. 1993; Matos et al. 1995; 
Ribes et al. 1997) ou, pelo menos, tão sensíveís quanto os outros (Lautenschlager et al. 
1996). 
Esta técnica imunoespecífica tem como base AcM que reconhecem proteínas na parede 
celular de Pneumocystis em qualquer estádio do seu ciclo de vida. Os anticorpos (Ac) 
anti-Pneumocystis conjugados com isotiocianato de fluoresceína (FITC) ligam-se a 
antigénios (Ag) específicos de Pneumocystis, que quando expostos a um determinado 





deste tipo de técnicas aumenta quando a amostra é sujeita a digestão enzimática, que 
proporciona a exposição dos Ag existentes na parede quística do parasita aos Ac 
(Lautenschlager et al. 1996). Esta técnica caracteriza-se por ser sensível, específica, 
rápida e de fácil execução, detectando tanto trofozoít s como os quistos de P. jirovecii 
(Matos et al. 1995), que se apresentam corados de verde fluorescent  (Figura 9). A 
principal desvantagem deste método está relacionada com os elevados custos que 
acarreta, nomeadamente equipamento apropriado, como u  microscópio de 
fluorescência, bem como a presença de um profissional experiente (Baughman et al. 
1991). Ainda assim, actualmente a IF com AcM é considerada, como a técnica de 
referência (Gill et al. 1987; Elvin et al. 1988; Olsson et al. 1993; Jarboui et al. 2009).  
 
 
    
 
Figura 9 – Identificação microscópica de quistos de P. jirovecii em LBA pela técnica de IFI/AcM: A - 
400X; B – 1000X (Gentilmente cedido pelo laboratório do Grupo de Protozoários Oportunistas/VIH e 
Outros Protozoários, da UEIPM do IHMT-UNL). 
 
1.6.2.3  Métodos moleculares de diagnóstico 
O desenvolvimento de métodos de biologia molecular, e a sua aplicação na 
caracterização genética de Pneumocystis, tem contribuído largamente para uma melhor 
compreensão da infecção por P. jirovecii (Hughes 2001; Kovacs et al. 2001; Tosun et 
al. 2013). As técnicas baseadas na PCR apresentam elevada sensibilidade e 
especificidade, permitindo a identificação de infecções com um reduzido número de 
microrganismos, em amostras biológicas de colheita pouco invasiva e possibilidade de 





Sing et al. 1999; Kovacs et al. 2001; Wakefield 2002; Matos et al. 2006; Jarboui et al. 
2009; Kaneshino & Limper 2011; Mu et al. 2011). 
Estes métodos possibilitam a detecção de microrganismos em amostras de SB, LBA, 
EB, EI, EE, aspirados nasofaríngeos, sangue, soro e amostras do ambiente, como é o 
caso da água, ar e solo (Wakefield t al. 1990a; Wakefield 1996, 2002; Olsson et al. 
1998; Matos et al. 1999, 2000). Assim sendo, a amplificação in vitro por PCR, permite 
detectar DNA específico de um determinado microrganismo.  
Os primeiros protocolos da técnica de PCR para detecção de DNA específico de 
Pneumocystis, datam da década de noventa do século passado, por Wakefield et al., e 
consistiam na amplificação de um fragmento, que codifi a o rRNA mitocondrial, um 
gene multicópia (Wakefield et al. 1990a, 1990b). Desde então, têm sido descritas 
diversas variantes à técnica de PCR, com o objectivo de amplificar várias sequências de 
DNA do genoma de Pneumocystis, como a família de genes das MSG (Helweg-Larsen 
et al. 2002; Larsen et al. 2002; Flori et al. 2004; Linssen et al. 2006; Fillaux et al. 
2008); o gene que codifica a enzima DHPS (Huang et al. 2000; Alvarez-Martínez et al. 
2006; Linssen et al. 2006; Jiancheng et al. 2009; Matos & Esteves 2010a); a DHFR 
(Edman et al. 1989a; Lu et al. 1995; Costa et al. 2006); as regiões ITS dos genes que 
codificam o rRNA nuclear (Lee t al. 1993; Lu et al. 1995; Matos et al. 2003b); o gene 
que codifica a mtLS rRNA (Wakefield et al. 1990a; 1990b; Lu et al. 1995; Wakefield 
1996; Helweg-Larsen et al. 2002; Matos et al. 2003a, 2006; Flori et al. 2004; Grupta et 
al. 2009; Jiancheng et al. 2009; Choukri et al. 2010; Alanio et al. 2011); a mtSSU rRNA 
(Helweg-Larsen et al. 2002); o gene que codifica a subunidade 5S do rRNA nuclear 
(Kitada et al. 1991a, 1991b; Lu et al. 1995; Ribes et al. 1997); um fragmento da 
sequência que codifica a enzima TS (Olsson et al. 1993; Lu et al. 1995); a β-TUB 
(Brancart et al. 2005; Rohner et al. 2009); o gene multifuncional rom (Banerji et al. 
1995); o gene nuclear de cópia única KEX1 (Esteves et al. 2009; Rohner et al. 2009); e 
o gene cdc2 (cyclin-dependent kinase) (Kaiser et al. 2001; Arcenas et al. 2006; Doskaya 
et al. 2011). O locus mais frequentemente utilizado para a detecção de DNA de P. 
jirovecii por PCR é o gene mtLSU rRNA (Wakefield et al. 1990b; Lee et al. 1993; Lu et 
al. 1995; Beard et al. 2004; Grupta et al. 2009; Dimonte et al. 2013). 
Uma das técnicas clássicas de PCR que tem vindo a ser optimizada em amostras 




Rabodonirina et al. 1997; Kovacs et al. 2001). Trata-se de um método auxiliar ao 
diagnóstico convencional, particularmente sensível, uma vez que, se torna possível a 
detecção de DNA em amostras com baixa carga parasitári , dificilmente detectada 
através das técnicas parasitológicas habituais (Tamburrini et al. 1993; Matos et al. 
2000). A nested-PCR baseia-se em duas fases consecutivas de amplificação, 
aumentando a sua sensibilidade quando direccionada p ra a amplificação de genes de 
multicópia, como é o caso dos genes mitocondriais (Weig et al. 1997; Kovacs et al. 
2001; Jarboui et al. 2009). Por isso, é frequentemente utilizada no diagnóstico da PPc, 
particularmente, na identificação de casos de colonização e ainda em estudos de 
genotipagem (Khodadadi et al. 2013). 
Recentemente, a técnica de PCR quantitativo ou PCR em tempo real (RT-qPCR, do 
inglês real-time PCR) (Larsen et al. 2002; Flori et al. 2004; Linssen et al. 2006; Fillaux 
et al. 2008; Esteves et al. 2009, 2012; Rohner et al. 2009), tem-se revelado uma 
ferramenta promissora, uma vez que, permite monitorizar o progresso de uma reacção 
de PCR à medida que esta vai ocorrendo, ou seja, em tempo real, por oposição à recolha 
de dados apenas no final da reacção, típica da PCR convencional (Qiagen 2004-2006; 
Dalpke et al. 2013). A quantificação do DNA amplificado ao longo d s ciclos de 
amplificação, poderá possibilitar a distinção entre casos clínicos e portadores 
assintomáticos (Torres et al. 2000; Kovacs et al. 2001; Flori, et al. 2004; Jarboui et al. 
2009; Calderón et al. 2010).  
Devido à elevada sensibilidade da técnica de PCR é possível detectar um número 
reduzido de microrganismos, sendo por isso, muito út l na aplicação ao diagnóstico da 
PPc, na identificação de casos de colonização por P. jirovecii, em estudos de 
genotipagem, podendo contribuir também para a monotorização dos doentes sob 
terapêutica ou profilaxia (Larsen et al. 2002). Porém, actualmente, são mais utilizadas 
na investigação e como instrumentos complementares ao diagnóstico da PPc (Torres t 
al. 2000; Jarboui et al. 2009). 
Muitos dos métodos anteriormente descritos, requerem amostras biológicas obtidas por 
técnicas invasivas, difíceis de realizar, principalmente em doentes com sério 
comprometimento respiratório, torna-se por isso importante o desenvolvimento de 
novas metodologias de diagnóstico que não exijam a realização de técnicas tão 




glucano) no soro (Finkelman 2010; Matsumura et al. 2011; Esteves et al. 2014b). O β-
glucano é um polissacárido presente na parede dos quistos de Pneumocystis, bem como 
na parede da maioria dos fungos (Finkelman 2010), sendo a sua presença no soro 
considerada um marcador biológico de infecções invas vas por fungos em estudos 
clínicos (Ketchum et al. 2004; Esteves et al. 2014b). O β-glucano desencadeia uma 
resposta do sistema imunitário inato a qual pode ser detectada em amostras de soro e 
LBA, de doentes com PPc (Finkelman 2010). Alguns estudos analisaram as 
características dos testes comerciais do β-glucano, e verificaram percentagens de 90 a 
100% relativamente à sensibilidade e 88 a 96% de especificidade em 
imunocomprometidos seronegativos para VIH com pneumonia. Os diversos cut-offs 
utilizados, dependem do kit de β-glucano utilizado e da população em estudo (Morris & 
Norris 2012). Tendo em conta, o aumento dos níveis de β-glucano na presença de outras 
infecções fúngicas, este método torna-se útil principalmente como teste complementar 
em doentes com elevada suspeita da PPc (Ketchum et al. 2004; Morris & Norris 2012). 
A S-adenosilmetionina (AdoMet do inglês, S-adenosylmethionine) é uma molécula 
importante nas reacções de metilação e síntese das poli minas de Pneumocystis. No 
entanto, porque este parasita não sintetiza AdoMet, necessita, por isso, de a obter do 
hospedeiro (Merali et al. 2000); assim sendo, tem sido postulado que, baixos níveis de 
AdoMet no plasma podem constituir um marcador da PPc (Skelly et al. 2003; Merali & 
Clarkson 2004). Contudo, resultados de estudos efectuados não confirmaram esta 















1.7  Tratamento e Profilaxia 
No início da epidemia do VIH, a PPc apresentava-se como uma patologia restrita a 
alguns grupos de doentes e pouco frequente, sendo as opções terapêuticas escassas e o 
prognóstico dos individuos com infecção por P. jirovecii baixo (Hughes 2001). O 
primeiro fármaco a ser utilizado no tratamento da PPc foi a pentamidina (Ivády & Páldy 
1958), seguida da pirimetamina-sulfadiazina (Frenkel et al. 1966), e do TMP-SMX 
(Hughes et al. 1974, 1977). Outros fármacos têm sido testados no desenvolvimento e 
biologia deste microrganismo (Cushion et al. 1985a, 1985b). Devido à rápida 
progressão da doença e, ainda, ao elevado índice de mortalidade, o tratamento precoce 
revela-se fundamental (Helweg-Larsen 2004; Varela et al. 2011). 
A profilaxia primária é muito importante para os principais grupos de risco, tendo em 
conta, a potencial gravidade da infecção e a alta tx de mortalidade. Assim sendo, 
actualmente, a profilaxia primária para a PPc em doentes seropositivos para VIH, 
incluindo as grávidas, e doentes aos quais é administrada TARVc, deve ser iniciada 
quando a contagem de células T CD4+ for inferior a 200 células/mm3, ou que 
apresentem história de candidíase orofaringea (Masur et al. 2002; Lee 2006; CDC 
2013). Indivíduos com episódios prévios da PPc devem fazer a profilaxia secundária ao 
longo de toda a sua vida, excepto se o sistema imunitário se restabelecer, como 
resultado da administração da TARVc (Thomas & Limper 2004). 
As profilaxias primária e secundária devem ser descontinuadas nos doentes 
seropositivos para VIH que estiveram sujeitos a TARVc e apresentem valores de células 
T CD4+ superiores a 200 células/mm3 durante três meses, devendo ser reintroduzida 
sempre que se verifique um deficit (Thomas & Limper 2004). Já nos doentes 
seronegativos para VIH, mas sob terapêutica imunosspre sora, ou que apresentem 
imunodeficiências subjacentes adquiridas ou congénitas, devem, também, fazer a 
profilaxia para a PPc. Como já foi referido anteriormente, segundo alguns estudos 
retrospectivos, a administração de determinadas doses de corticosteroides e por um 
período de oito semanas encontra-se associada a um significativo aumento do risco de 
PPc (Yale & Limper 1996). Observações sobreponíveis foram verificadas em doentes 
com cancro ou com doenças do tecido conectivo e a realizar terapêutica com 




A estratificação da severidade da doença em ligeira, moderada ou grave, bem como a 
existência de condições de co-morbilidade e a tolerância do doente a determinados 
agentes específicos, são essenciais para a tomada de decisão, das medidas a desenvolver 
na altura do tratamento (Castro & Morrison-Bryant 2010; Varela et al. 2011; Morris & 
Norris 2012). 
Com o advento da combinação de fármacos e a confirmação da sua eficácia na 
terapêutica da PPc, o TMP-SMX demonstrou ser o mais eficiente e, por isso, o de 
primeira linha no tratamento da PPc severa, assim co o, quando a mesma ocorre 
durante a profilaxia em doentes imunocomprometidos seropositivos e seronegativos 
para VIH (Huang et al. 2006; Matos & Esteves 2010a; Varela t al. 2011; Morris & 
Norris 2012). O TMP-SMX é composto por dois agentes antimicrobianos, o TMP e o 
SMZ, que actuam sobre a via biossintética do ácido fólico, conduzindo a efeitos 
adversos no microrganismo (Kaneshiro & Limper 2011; Varela et al. 2011). O SMX, tal 
qual outros fármacos da família das sulfas, como a dapsona e a sulfadiazina, inibe a 
enzima DHPS, que catalisa a formação do ácido dihidropteroíco, a partir do ácido para-
aminobenzóico e da pteridina. Já o TMP também actua sobre a via biossintética do 
folato, inibindo a enzima DHFR que catalisa a reacção de formação do ácido 
tetrachidrofólico, a partir do ácido dihidrofólico. Esta combinação de fármacos possuem 
um largo espectro de acção, inibindo um grande número de agentes (Munksgaard 2004). 
A eficácia de tratamento varia entre 70 e 90%, em função da sua duração (Hughes et al. 
1978, 1993), sendo geralmente bem tolerado, com rápida e boa resposta clínica 
(Kaneshiro & Limper 2011; Varella et al. 2011). A disponibilidade de terapia oral e 
intravenosa facilitou a sua instituição e permite o tratamento específico da PPc em 
qualquer dos casos (Huang et al. 2011; Matos et al. 2011).  
A duração do tratamento no caso de imunocomprometidos seronegativos e seropositivos 
para VIH chega a ser de 14 e 21 dias, respectivamente, iniciando-se a resposta à 
terapêutica nos primeiros oito dias de tratamento em doentes seropositivos para VIH, e 
até aproximadamente ao quinto dia de tratamento nos outros imunocomprometidos 
seronegativos para VIH. Determinadas situações podem requerer um tratamento mais 
prolongado, tendo em conta, a carga parasitária present  e a resposta do sistema 




Reacções adversas são comuns, mais frequentes nos doentes seropositivos para VIH e, 
geralmente, surgem entre o sétimo e o 14º dia de tratamento e incluem febre, exantema, 
enxaqueca, insuficiência renal, entre outras (Morris & Norris 2012), estas são 
controladas pela redução da posologia ou por tratamento sintomático, podendo levar 
inclusivamente à interrupção do tratamento (Gordin et al. 1984). 
Como alternativa ao tratamento de primeira linha em doentes que desenvolvem efeitos 
secundários ao TMP-SMX, ou na ausência de resposta a esta terapêutica, surge a 
pentamidina, primaquine-clindamicina, dapsona-trimetropim e atovaquona (Helweg-
Larsen 2004; Huang et al. 2011; Kaneshiro & Limper 2011; Matos et al. 2011; CDC 
2013; Esteves et al. 2014c). A pentamidina é uma diamidina aromática, utilizada no 
tratamento de algumas infecções por protozoários. Embora, igualmente eficaz 
comparativamente ao TMP-SMX, devido à sua toxicidade, é geralmente muito menos 
tolerada por parte dos doentes, desenvolvendo estes, reacções adversas, como 
pancreatite aguda, hipo e hiperglicemia, disfunção renal, arritmias cardíacas, limitando 
a sua utilização (Huang et al. 2006; Morris & Norris 2012). A combinação da dapsona 
com o TMP pode ser utilizada também como alternativa no tratamento da PPc de 
gravidade ligeira a moderada, quando os doentes não respondem às terapêuticas 
anteriormente enunciadas (Medina et al. 1990). Nos casos da PPc de menor gravidade, a 
associação primaquina-clindamicina é também recomendada (Toma et al. 1998). A 
atovaquona, uma hifroxinaftoquinona que inibe o transporte de eletrões no complexo do 
citocromo bc1 e, consequente, a síntese de novo das pirimidinas, é indicada, somente, 
nos casos de PPc de gravidade ligeira a moderada (Ittar t et al. 1995). 
O tratamento adjuvante com corticosteroides é recomndado nos doentes com PPc de 
gravidade moderada a severa (Morris & Norris 2012). Estudos realizados demonstraram 
que, com o objectivo de reduzir ou prevenir a hipoxemia, a administração de 
corticosteroides a doentes seropositivos para VIH, com valores da PaO2 inferiores a 
70mm Hg ou um valor do P(Aa)O2 menor que 35mm Hg, melhora o prognóstico em 
termos da função pulmonar e sobrevida (Bozzette et al. 1990; Green et al. 2007). 
As propriedades anti-inflamatórias dos corticosteroides diminuem a inflamação e 
reduzem a fibrose pulmonar, que ocorre em resposta à presença dos microrganismos, 
prevenindo também a deteorização do estado clínico que muitas vezes se verifica após 




imunocomprometidos seronegativos para VIH, ainda poucos dados se registam (Morris 
& Norris 2012). 
Recentemente, a utilização de um potencial novo conjunto de fármacos anti-fúngicos 
com novos alvos terapêuticos, nomeadamente as equinocandinas, que inibem a síntese 
do β-glucano, tem despertado grande interesse para o tratamento e profilaxia de 
Pneumocystis (Kamboj et al. 2006). No entanto, estudos realizados, utilizando o modelo 
animal e testando três equinocandinas, a caspofungina, anidulafungina e micafungina, 
as mesmas demonstraram elevada eficácia na diminuição do número de quistos, mas 
não de formas tróficas de parasita (Cushion et al. 2008, 2010; Lobo et al. 2013). Em 
termos profilácticos, esta pode ser estabelecida com o bjectivo de prevenir a infecção 
primária, logo um primeiro episódio ou secundária, uma recaída. 
O uso alargado por longos períodos de tempo, tem suscitado a possibilidade do 
desenvolvimento de resistências por parte de P. jirovecii e consequentemente a uma 
diminuição da eficácia da terapêutica (Morris & Norris 2012). Segundo alguns estudos, 
Pneumocystis desenvolve mutações no gene DHPS, quando sujeito à terapêutica por 
SMX ou dapsona (Kazanjian et al. 1998, 2000; Ma et al. 1999; Armstrong et al. 2000; 
Costa et al. 2003, 2005; Matos & Esteves 2010a). Embora, a capacidade de resistência 
não seja directamente testada no parasita, mutações sobreponíveis foram identificadas 
em bactérias após a exposição ao TMP-SMX, as quais conduziram a uma resistência à 







Pneumocystis jirovecii é um fungo ubíquo de baixa virulência que pode desencadear 
doença respiratória grave em hospedeiros imunocompro etidos, bem como 
desempenhar um papel fundamental na transmissão do agente a outros individuos 
susceptíveis. Tendo em conta, a relevância actual do tema, a presente dissertação teve 
como principal finalidade, a detecção de P. jirovecii em amostras respiratórias de 
doentes Portugueses seronegativos para VIH com diferentes tipos de imunodeficiência e 
seropositivos para VIH; e, no período de um ano, compreendido entre 2012 e 2013, 
através de duas técnicas moleculares. A nested-PCR que foi utilizada para amplificação 
da região genómica mtLSU rRNA do fungo e a RT-qPCR para amplificação do gene 
nuclear que codifica a protease serina Kexin (KEX1).   
 
 
Assim, no presente estudo, pretendeu-se: 
i. Determinar a frequência de P. jirovecii entre os doentes seronegativos para 
VIH com diferentes tipos de imunodeficiência, assintomáticos para PPc, 
através da nested-PCR e RT-qPCR. 
ii.  Identificar a frequência de P. jirovecii entre os doentes imunocomprometidos 
seropositivos para VIH, sintomáticos e assintomáticos para PPc, através de 
ambas as técnicas moleculares enunciadas. 
iii.  Analisar os resultados obtidos por ambas as técnicas de PCR para as 
populações em estudo. 
iv. Comparar os dados obtidos da quantificação das cargas parasitárias, pela 
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2.1  Caracterização da população em estudo 
No âmbito do projecto de investigação, no qual se in re este trabalho de mestrado, no 
período compreendido entre os meses de Outubro de 2012 e Outubro de 2013, foram 
recolhidas e englobadas neste estudo 300 amostras respiratórias, entre as quais SB, 
LBA, EB e EE correspondentes a 300 doentes com sintomatologia respiratória. 
As amostras biológicas foram recolhidas no Serviço de Anatomia Patológica do 
Hospital de Egas Moniz (HEM) do Centro Hospitalar Lisboa Ocidental (CHLO), sendo 
as mesmas provenientes dos diversos serviços da referida instituição e encaminhadas 
para o laboratório do Grupo de Protozoários Oportunistas/VIH e Outros Protozoários, 
da Unidade de Ensino e Investigação de Parasitologia Médica (UEIPM) do Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa (IHMT-UNL), para 
processamento e diagnóstico molecular.  
A utilização das amostras biológicas de doentes e a consulta da respectiva informação 
clínica foi devidamente aprovada pela Comissão de Ética do CHLO. De entre os dados 
recolhidos encontram-se, para além de informações demográficas (idade e género), o 
diagnóstico da patologia associada ou suspeita clínica. 
Do universo de 300 indivíduos, 274 correspondem a doentes seronegativos para VIH, 
com outras patologias subjacentes, nomeadamente, 139 com neoplasia (8 doentes com 
neoplasia hematológica e 131 com neoplasia sólida), 45 com DPOC, 37 com outras 
pneumonias que não provocadas por P. jirovecii, 17 com tuberculose, 16 com doença 
autoimune, 9 transplantados de órgão (sete doentes submetidos a transplante renal e dois 
a transplante cardíaco) e 11 com outras causas (8 doentes com diabetes mellitus e três 
com fibrose pulmonar), todos assintomáticos para PPc. Para além das referidas 
amostras, foram também englobadas no estudo 26 amostr s de doentes seropositivos 
para VIH, 10 com suspeita clínica de PPc e os restantes 16 com outras causas (seis com 
neoplasia, cinco com informação de insuficiência respiratória, quatro com tuberculose e 
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2.2  Processamento das amostras biológicas 
As 300 amostras seleccionadas para estudo e análise de dados compreendem, 228 SB, 
65 LBA, quatro EB e três EE. Todas as amostras foram devidamente identificadas, 
acondicionadas e transportadas para o laboratório do Grupo de Protozoários 
Oportunistas/VIH e Outros Protozoários, da UEIPM do IHMT-UNL e, posteriormente, 
processadas. Todo o processamento foi realizado numa câ ara de fluxo laminar de 
forma a evitar possíveis contaminações. 
 
2.2.1  Expectoração espontânea e secreção brônquica 
Devido à natureza mucoide deste tipo de produtos biológicos, foi necessário proceder a 
um pré-tratamento dos mesmos. Assim, as amostras com aproximadamente 5 a 10 mL, 
foram transferidas para tubos de centrífuga com rosca, de 20 mL e foi adicionado igual 
volume de uma substância mucolítica - ditiotreitol (Sigma-Aldrich®), a 0,1% (v/v) em 
água destilada, seguido de agitação vigorosa no vortex (Velp Scientifica®) e incubação a 
37ºC ± 1°C numa estufa (Heraeus), durante 30 minutos, de forma a diminuir a 
viscosidade através da eliminação do muco. Posteriormente adicionou-se tampão 
fosfato salino (PBS, do inglês Phosphate-Buffered Saline [pH 7.2]) (BioMérieux) até 
perfazer o volume do tubo. A centrifugação foi efectuada na centrífuga Kubota 4000 
(Kubota Corporation), a 2200 g, durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 
sedimento ressuspendido em 0,5 mL de PBS e transferido para tubos eppendorf de 1,5 
mL e armazenado à temperatura de -80ºC ± 1°C, até à extracção de DNA e amplificação 
por técnica de PCR. 
 
2.2.2  Lavado broncoalveolar e escovado brônquico 
O processamento das amostras do líquido do LBA e EB seguem o protocolo 
anteriormente descrito para as amostras de EE e SB.No entanto, tendo em atenção que 
o líquido do LBA e EB não apresentam natureza mucoide, o pré-tratamento com 
ditiotreitol foi omisso. 
 
2.3  Detecção molecular de P. jirovecii 
De modo a proceder à detecção de P. jirovecii, cada uma das amostras processadas, foi 
submetida em duplicado a duas técnicas moleculares utilizadas no laboratório do Grupo 
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de Protozoários Oportunistas/VIH e Outros Protozoários, da UEIPM do IHMT-UNL. A 
nested-PCR para detecção de DNA genómico, através da amplificação de um fragmento 
específico do gene mtLSU rRNA de P. jirovecii e outra a RT-qPCR, para detecção e 
quantificação de DNA de P. jirovecii, tendo como alvo o gene nuclear KEX1. 
Tendo em conta, o risco de contaminação em qualquer ensaio de PCR, foi tida em 
atenção a utilização de pelo menos três áreas de trabalho distintas: a área de extracção 
de ácidos nucleicos; a área de preparação dos reagent s, livre de amostras biológicas ou 
de DNA; e a área de adição do DNA à mistura de reacção e amplificação, cada uma das 
áreas com material de trabalho próprio e exclusivo. Todo o material utilizado foi 
previamente esterilizado através de radiação ultravioleta numa câmara de fluxo laminar. 
Nos dispositivos de pipetagem, foram utilizadas pontas com filtro, de modo a evitar a 
formação de aerossóis e reacções cruzadas. Os reagent s foram aliquotados e reservados 
em pequenos volumes. Todas as superfícies de trabalho foram devidamente limpas com 
desinfectante adequado antes e após a sua utilização. Em todas as fases de preparação 
da PCR as luvas foram mudadas com frequência, nomeada ente no movimento entre 
áreas de trabalho diferentes.  
 
2.3.1  Extracção de DNA genómico 
A extracção de DNA tem por base quatro fases princiais, constituídas pela lise 
mecânica associada a propriedades de lise celular qímica e inactivação de nucleases, 
adsorção de DNA partindo das propriedades de ligação de DNA às partículas de sílica, 
seguido por processos de lavagens e eluição de DNA (Boom et al. 1990). 
Para extrair o DNA genómico das amostras biológicas recolhidas e do controlo positivo 
(amostra respiratória previamente caracterizada como sendo positiva para P. jirovecii), 
foi utilizado o Kit “QIAamp® DNA Mini Kit” (Qiagen).  
Este protocolo iniciou-se com a adição num eppendorf de 1,5 mL, de 20 µL de 
proteinase K (Qiagen Products), 400 µL da amostra biológica previamente processada, 
200 µL do tampão de lise (Buffer AL). Agitou-se no vortex, durante aproximadamente 
15 segundos de modo a facilitar a ruptura da parede quística do microrganismo, quando 
presente, induzida pelo stress físico. Após incubação a 56ºC durante 10 minutos e uma 
centrifugação a 5800 g, durante 10 segundos, na centrífuga Kubota 3300 (Kubota 
Corporation), adicionou-se 200 µL de álcool 96%, seguida de nova agitação e posterior 
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centrifugação a 5800 g, durante um minuto. A mistura de reacção foi transferida 
cuidadosamente para a coluna QIAamp Mini spin e centrifugou-se a 5800 g, durante um 
minuto. O tubo contendo o sobrenadante foi desprezado e um novo recolocado. Após a 
passagem para a coluna QIAamp Mini spin, os ácidos nucleicos são adsorvidos na 
membrana de sílica-gel durante uma centrifugação a 5800 g, durante 10 segundos. As 
condições de pH e de salinidade no lisado asseguram que as proteínas e outros 
contaminantes, que podem inibir a PCR não fiquem retidos na membrana. Para 
aumentar o grau de pureza do DNA, são realizadas dus lavagens consecutivas com 500 
µL cada de dois tampões de lavagem (Buffer W1 e W2) e centrifugação a 5800 g, 
durante um minuto e por último uma centrifugação a 20600 g, durante três minutos. 
Finalmente, a coluna é colocada sobre um eppendorf novo de 1,5 mL e o DNA eluído 
em 50 µL de tampão de eluição (Buffer AE). Após repouso de aproximadamente cinco 
minutos foi realizada uma centrifugação a 13200 g, durante dois minutos. 
Posteriormente as amostras foram guardadas a -80ºC ± 1°  até serem amplificadas. 
O protocolo de extracção de DNA pode ser representado d  seguinte forma: 
 
 
             
 
 
Figura 10 - Representação esquemática da extracção de DNA (Adaptado do protocolo de extracção de 
DNA – QIAamp® DNA Mini Kit - Qiagen). 
 
Com o objectivo de avaliar e controlar o rendimento das extracções, foi realizada a 
quantificação de DNA nas amostras respiratórias recolhidas e do controlo, através de 
espetrofotómetro (NanoDropTM 1000, Thermo Scientific), a um comprimento de onda 
de 260 nm. Para a quantificação de cada amostra foi utilizado 1 µL de DNA e verificada 
a sua concentração e pureza, caracterizada pela razão entre as absorvâncias a 260 nm e 




Lise Ligação à 
membrana 
Lavagem Lavagem Eluição DNA 
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2.3.2  Amplificação do locus mtLSU rRNA pela nested-PCR 
A detecção molecular de P. jirovecii nas amostras respiratórias foi efectuada através da 
amplificação de um fragmento (263 pb) do gene mitocondrial multicópia mtLSU rRNA 
por nested-PCR. Na nested-PCR foram utilizados os pares de oligonucleótidos 
iniciadores (primers) externos, pAZ 102-E e pAZ 102-H, especificamente para a 
primeira parte de amplificação; e internos, pAZ 102-X e pAZ 102-Y, para a segunda 
parte de amplificação (Wakefield et al. 1990b; Tamburrini et al. 1996; Wakefield 1996; 
Matos et al. 1999, 2001). Os primers utilizados nas duas fases do protocolo são os 
enunciados no Quadro 4, e foram descritos pela primeira vez por Wakefield et al. em 
1990 e Tamburrini et al. em 1996.  
 
Quadro 4. Características dos primers utilizados na nested-PCR para amplificação do gene mtLSU rRNA 
de P. jirovecii. 
 
 
Locus  PCR primers Sequência (5→́3´) Tamanho (pb) Produto (pb) 
 
 1ª parte pAZ 102-E GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 20  
 primer exterior  pAZ 102-H GTGTACGTTGCAAAGTACTC 20 
   346 
mtLSU ________________________________________________________________________ 
rRNA 
 2ª parte  pAZ 102-X GTGAAATACAAATCGGACTAGG 22 
 primer interior  pAZ 102-Y TCACTTAATATTAATTGGGGAGC 23 
     263 
  
 
Para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de 20 µl, contendo 1X tampão 
de reacção (160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCL [pH 8.8], 0,01% Tween-20, 
Bioline); 0,2 mM de cada desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs, do inglês 
deoxyribonucleotide triphosphates) (Applied Biosystems), 0,2 µM de cada primer 
externo pAZ 102-E e pAZ 102-H (MWG Biotech), 2,5 mM de MgCl2 (Bioline), 0,01 
µg/µL de albumina sérica bovina (BSA, do inglês bovine serum albumin) (Fermentas), 
0,75 U de BioTaqTM DNA polimerase (Bioline), 2 µL da amostra de DNA genómico 
extraído, perfazendo o volume final de 20 µL com água desionizada estéril. Na segunda 
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PCR, 2 µL de produto da reacção da primeira PCR foi adicionado como molde para a 
segunda parte. Esta segunda amplificação foi preparada nas mesmas condições e 
concentrações referidas anteriormente, diferindo apen s no conjunto de primers internos 
utilizados, 0,2 µM de cada pAZ 102-X e pAZ 102-Y (MWG Biotech). 
De modo a verificar a qualidade das condições de amplificação da técnica, foram 
utilizados durante todo o procedimento dois controlos positivos (suspensão de DNA 
genómico de P. jirovecii previamente caracterizada como sendo positiva parao 
microrganismo), e dois controlos negativos compostos p r todos os componentes da 
mistura de reacção e por água desionizada estéril em substituição do DNA molde, como 
indicador da inexistência de contaminação por DNA exóg no. 
As reacções de amplificação foram realizadas num ter ociclador T1 Thermocycler 
(Biometra®), segundo as condições térmicas descritas no Quadro 5. 
 
Quadro 5. Condições térmicas aplicadas nas duas etapas da nested-PCR para amplificação do gene 
mtLSU rRNA de P. jirovecii. 
 
 
  Etapas PCR Condições de amplificação Nº de ciclos 
 
 Desnaturação inicial 94ºC – 3 min   
  
 Desnaturação 94ºC – 1 min 
 Ligação  55ºC – 1 min 39 
 Extensão 72ºC – 1 min 
  
 Extensão final 72ºC – 10 min   
  
 
O DNA amplificado por PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose. A 10 µL 
de produto de reacção da segunda etapa de amplificação adicionou-se 1 µL de tampão 
de aplicação (Fermentas). A análise do tamanho molecular de cada fragmento de DNA 
observado foi realizada através da comparação com uma amostra de marcador de pesos 
moleculares de 100 pb (Gene Ruler TM – Fermentas). Assim, da mesma forma, a 1 µL 
de marcador molecular, adicionou-se 1 µL de tampão de aplicação e 9 µL de água 
desionizada estéril. Numa tina de eletroforese com tampão TAE 1X, colocou-se um gel 
de agarose a 1,5% (m/v) (Merk), em tampão TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM 
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EDTA [pH 8.3]) (Sigma-Aldrich) e ao qual, foi incorporado brometo de etídio (Sigma-
Aldrich) a uma concentração final de 0,5 µg/mL. As amostras de DNA foram aplicadas 
nos respectivos poços e submetidas a uma corrente eléctrica de 100 volts (V), durante 
aproximadamente 60 minutos. A visualização dos fragmentos de DNA amplificados foi 
obtida sob uma luz ultravioleta (UV), por emissão de fluorescência do brometo de etídio 
intercalado no DNA, num transiluminador (Vilber Lourmat). 
A Figura 11 representa os resultados obtidos, por electroforese em gel de agarose da 




Figura 11 – Electroforese em gel de agarose dos produtos de amplificação pela nested-PCR de um 
fragmento de 263 pb do gene mtLSU rRNA de P. jirovecii. Poço 1-15: Amostras biológicas em estudo; 
Poço 16 e 17: Controlos positivos; Poço 18 e 19: Controlos negativos; Poço 11: Marcador de pesos 
moleculares de 100 pb (Gene Ruler TM – Fermentas). 
 
2.3.3  Amplificação do locus KEX1 por RT-qPCR 
Para além da técnica de n sted-PCR, às mesmas amostras biológicas aplicou-se uma 
outra técnica de biologia molecular, a RT-qPCR. Esta técnica foi utilizada para 
amplificar e simultaneamente quantificar o produto absoluto de amplificação de DNA 
de P. jirovecii, tendo especificamente como alvo o gene nuclear de cópia única que 
codifica a protease serina Kexin (KEX1), descrita como exclusiva deste microrganismo 
(Kutty & Kovacs 2003; Esteves et al. 2009, 2012; Rohner et al. 2009).  
O procedimento foi realizado de acordo com os protocolos comerciais do fabricante 
(Applied Biosystems). Assim sendo, para cada amostra, a composição da mistura de 
reacção para um volume final de 20 µL, consistiu na utilização de 9 µL de DNA da 
amostra biológica, 1X mistura de reacção (TaqMan® Gene Expression Master Mix), que 
contém a enzima de polimerização (AmpliTaq Gold), o respectivo tampão de reacção, 
Uracilo-DNA Glicosidase (UDG), dNTPS incluindo desoxiuridina trifosfato (dUTP) e 
263 pb 
M 2 1 4 5 6 7 8 3 9 10 11 12 19 15 14 13 18 16 17 
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ROX como fluorescência passiva, que fornece uma referência interna, permitindo a 
normalização do sinal do repórter, 1X solução de ensaio (Assay Mix), que contém os 
respectivos primers e a sonda TaqMan® MGB (do inglês, minor-groove binder probe) 
com marcação FAMTM. As sequências dos primers utilizados encontram-se descritas no 
Quadro 6 (Rohner et al. 2009). 
 




 Primers Sequência (5→́3´) Tamanho (pb) Marcação 
 
 Forward CAACCCTGTTCCAATGCCTAA 21 - 
 Reverse CAACACCGATTCCACAAACAGT 22 - 
 Probe TGCTGGTGAAGTAGCTGCCGTTCGA 25 FAM  
  
 
A utilização de sistemas de sondas fluorescentes na RT-qPCR permite uma detecção 
sensível e específica, uma vez que, em condições de reacção óptimas só é reconhecido o 
produto de PCR desejado. As sondas T qMan® ou sondas de hidrólise são específicas 
da sequência molde e transportam um marcador fluorescente na extremidade 5´ 
(repórter) e uma molécula não fluorescente na extremidade 3´ (quencher). Durante a 
fase de hibridação, dá-se a ligação por complementaridade com o segmento de DNA 
alvo a amplificar, na presença dos primers. A proximidade do repórter e do quencher 
não permite que a fluorescência do primeiro aconteça (Figura 12.A). Na fase de 
extensão da cadeia de DNA, a DNA polimerase faz a extensão do primer e, quando se 
aproxima da sonda, exerce a sua actividade exonucleolíti a 5→́3´, libertando o 
repórter da sonda. Assim, é emitida fluorescência proporcional à quantidade de produto 
amplificado, a qual poderá depois ser quantificada (Figura 12.B) (Qiagen 2004-2006; 
Mackay 2004). 
 





Figura 12 – Princípio de funcionamento das sondas TaqMan® (Adaptado de QIAGEN, 2004-2006. 
Critical Factors for Successful Real-Time PCR). 
 
No decorrer da técnica, foram utilizados dois controlos positivos (suspensão de DNA 
genómico de P. jirovecii previamente caracterizada como sendo positiva parao 
microrganismo), com diluições seriadas e dois controlos negativos constituídos por 
todos os componentes da mistura de reacção e por água desionizada estéril em 
substituição do DNA molde. 
Todas as reacções de RT-qPCR foram realizadas no termociclador da Applied 
Biosystems, modelo 7500 real-time PCR system (Figura 13), em microplacas de 96 




Figura 13 – Imagem do termociclador da Applied Biosystems, modelo 7500 real-time PCR system 
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Os detalhes das condições térmicas aplicadas na técica de RT-qPCR, para detecção e 




Figura 14 – Imagem do programa do termociclador da Applied Biosystems, com as condições térmicas 
aplicadas na técnica RT-qPCR. 
 
O Quadro 7 traduz as condições de amplificação e os ciclos da técnica de RT-qPCR. A 
primeira etapa (dois minutos a 50ºC), é fundamental para uma actividade óptima da 
UDG. Esta enzima permite um tratamento preventivo das sequências, ao impedir, 
através da hidrolise do uracilo incorporado quer nas sequências de DNA em cadeia 
dupla, quer nas sequências de DNA em cadeia simples, a amplificação de subprodutos 
que contenham uracilo. A conjugação da UDG e o dUTP como constituintes da mistura 
de reacção da RT-qPCR é amplamente utilizada para evitar o aumento de sequências 
resultantes de reacções inespecíficas, impedindo assim a sua amplificação e a 
consequente obtenção de falsos positivos. As cadeias nucleotídicas com uracilo são 
clivadas, tornando-se inexequível a sua amplificação pela polimerase, impedindo, desta 
forma, a propagação de eventuais contaminações, e permitindo, apenas, a amplificação 
de sequências alvo genuínas. A segunda etapa de 10 minutos a 95ºC, para além de 
garantir a desnaturação da cadeia dupla de DNA, permite a inactivação da UDG e a 
activação da AmpliTaq Gold, uma enzima de polimerização modificada quimicamente 
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para actuar, apenas, após ser submetida às condições descritas na etapa inicial. 
Seguindo-se a etapa de desnaturação, ligação e extensão com 60 ciclos (Esteves 2010). 
 
Quadro 7 - Condições térmicas e ciclos aplicados na técnica RT-qPCR. 
 
 
  Etapas PCR Condições de amplificação Nº de ciclos 
 
 Activação da UDG 50ºC – 2 min   
  
 Activação da DNA polimerase  
 Desnaturação inicial 
   
 Desnaturação 95ºC – 15 seg  
 Ligação 
 Extensão 60ºC – 1 min 
  
 
Nos ciclos de amplificação mais precoces, tipicamente tre três e 15, verifica-se uma 
fluorescência basal (baseline), que corresponde a uma fase da reacção em que ainda não 
é possível detectar o verdadeiro aumento de fluorescência. O limiar de fluorescência 
(threshold) foi definido a 0.02, superior ao nível de fluorescência atribuído ao ruído de 
fundo e significativamente menor que o plateau da curva de amplificação (Esteves et al. 
2012). O número do ciclo no qual a curva de amplificação atravessa o limiar de 
fluorescência é designado de cycle threshold (CT) e representa o ponto a partir do qual o 
aumento de fluorescência passa a ser detectável. Est  valor é depois considerado para 
quantificação da amostra, em que, quanto maior o CT, menor a quantidade de ácido 
nucleico e vice-versa (Qiagen 2004-2006; Hauser et al. 2011) (Figura 15). As amostras 
do estudo foram consideradas positivas apenas se o resultado excedesse o threshold e 
apresentasse curvas com um padrão de amplificação expon ncial (Alvarez-Martínez et 
al. 2006; McTaggart et al. 2012). 
 
60 
95ºC – 10 min 





Figura 15 – Curvas de amplificação de duas amostras com quantidades diferentes de DNA (Adaptado de 
QIAGEN, 2004-2006. Critical Factors for Successful Real-Time PCR). 
 
2.3.4 Análise dos dados 
A análise estatística foi realizada pelo programa informático SPSS® (do inglês, 
Statistical Package for Social Sciences) versão 18.0 (IBM), através do teste de hipótese 
não-paramétrico Qui-quadrado (χ2), recorrendo ao teste exacto de Fisher quando 
necessário, utilizado para verificar associações entre variáveis qualitativas dicotómicas, 
com um nível de significância inferior a 0.05. 
Os resultados obtidos por RT-qPCR foram expressos em valores de CT, correspondendo 
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3.1 Características demográficas e clínicas da população em estudo 
No presente estudo, 300 amostras biológicas respiratórias das quais, 228 SB, 65 LBA, 
quatro EB e três EE, recolhidas no período de um ano (2012–2013) no Serviço de 
Anatomia Patológica do HEM-CHLO, foram submetidas à detecção de P. jirovecii por 
técnicas moleculares. As 300 amostras seleccionadas par  estudo, foram obtidas de 300 
doentes imunocomprometidos, com sintomatologia respiratória.  
A distribuição em grupos e subgrupos de condições clínicas foi analisada tendo em 
conta outros trabalhos (Matos et al. 2003, 2006; Gupta et al. 2009; Jiancheng et al. 
2009; Wilson et al. 2011; Muhlethaler et al. 2012; Kim et al. 2014; Roux et al. 2014). 
Num universo de 300 indivíduos, 274 correspondem a doentes seronegativos para VIH 
com uma patologia subjacente: neoplasia, DPOC, pneumonia que não PPc, tuberculose, 
doença autoimune, transplantado de órgão e outras causas (diabetes mellitus e fibrose 
pulmonar), todos assintomáticos para PPc; e 26 amostras de doentes seropositivos para 
VIH, sintomáticos para PPc, ou com outra causa clínica (neoplasia, insuficiência 
respiratória, tuberculose e DPOC). 
O desenho deste projecto no que respeita à população em estudo, foi realizado de modo 
a, relativamente aos doentes seronegativos para VIH, corresponder: um doente, uma 
amostra respiratória e uma condição clínica de inclusão nos grupos constituídos. Já 
quanto aos doentes seropositivos para VIH: um doente, uma amostra respiratória e um 
diagnóstico clínico de suspeita de PPc, ou outra condição clínica subjacente. 
Verificou-se que 68% (204/300) dos doentes era do género masculino e 32% (96/300) 
do género feminino, com idades compreendidas entre os 19 e os 98 anos. A média das 
idades foi de 62 anos e a mediana de 64 anos. 
No Quadro 8 estão representados os grupos etários dos doentes, de acordo com o 
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Quadro 8. Distribuição das idades dos doentes por grupos etários, de acordo com o género e quanto à 
infecção por VIH. 
 







  Total 
  
       
15 – 24 0 2 1 (0) 1 (0) 2 (1) 
25 – 34 8 10 13 (4) 5 (2) 18 (6) 
35 - 44 17 7 16 (5) 8 (3) 24 (8) 
45 - 54 28 21 42 (14) 7 (2) 49 (16) 





146 (49) 2 (1) 
 
148 (49) 
               
TOTAL   204 96   274 (91) 26 (9)   300 (100) 
 
Toda a população em estudo é constituída por indivíduos adultos, em que 1% pertence 
ao grupo etário entre os 15 e os 24 anos; 6% entre os 25 e os 34 anos; 8% entre 35 e os 
44 anos; 16% entre os 45 e os 54 anos; 20% entre os 55 e os 64 anos e 49% dos doentes 
com idade igual ou superior a 65 anos. Da análise do gráfico da Figura 16 é possível 
constatar que, a maioria dos doentes se situa na faixa etária acima dos 64 anos. 
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Estes indivíduos representam duas categorias de imunocomprometidos com factores de 
risco para infecção por P. jirovecii, uma constituída por doentes seronegativos para VIH 












Figura 17. Distribuição do número de doentes pelos grupos etários: A - quanto ao género e B - quanto à 
infecção pelo VIH.  
 
De acordo com os gráficos da Figura 17, a distribuição dos doentes pelos diversos 
grupos etários quanto ao género (Figura 17.A), segue a mesma acentuada tendência 
ascendente a partir dos 64 anos, em ambos os sexos, com algumas oscilações 
decrescentes no género feminino, na faixa etária entre os 35 e os 44 anos e a faixa etária 
entre os 55 e os 64 anos. Já relativamente à condição e infecção por VIH (Figura 
17.B), o maior número de seropositivos situa-se nos grupos etários entre os 35 e os 44 
anos e os 45 e os 54 anos. Nos doentes seronegativos, verificou-se uma propensão 
sempre ascendente ao longo dos diversos grupos etários, com maior expressão a partir 
dos 64 anos. 
Através do levantamento do diagnóstico clínico, foi p ssível constituir sete grupos e 
dois subgrupos de condições clínicas de doentes seronegativos para VIH com diferentes 
tipos de imunodeficiência; e um grupo e dois subgrupos de condições clínicas de 
doentes seropositivos para VIH. O Quadro 9 sumariza a condição clínica dos doentes 
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Quadro 9. Distribuição dos doentes em grupos e subgrupos pela condição clínica e pelo tipo de amostra 
biológica recolhida. 
 
Condição clínicaa Número (%) de doentes 
  Número (%) de amostras biológicasb 
SB LBA EB EE 




204 (68) 63 (21) 4 (1,3) 3 (1) 
 
Neoplasia 139 (46,3)  
121 (40,3) 14 (4,7) 4 (1,3) 0 
     Hematológica 8 (2,7) 
 
3 (1) 4 (1,3) 1 (0,3) 0 
     Sólida 131 (43,7) 
 
119 (39,7) 9 (3) 3 (1) 0 
DPOC 45 (15) 
 
30 (10) 13 (4,3) 0 2 (0,7) 
Pneumonia (não PPc) 37 (12,7) 
 
26 (8,7) 10 (3,3) 0 1 (0,3) 
Tuberculose 17 (5,7) 
 
12 (4) 5 (1,7) 0 0 
Doença autoimune 16 (5,3) 
 
4 (1,3) 12 (4) 0 0 
Transplantado de órgão 9 (3) 
 
5 (1,7) 4 (1,3) 0 0 
Outras causas 11 (3,7) 
 
6 (2) 5 (1,7) 0 0 
        




24 (8) 2 (0,7) 0 0 
     
 Suspeita de PPc 10 (3,3)  
10 (3,3) 0 0 0 
 Outras causas 16 (5,3) 
 
14 (4,7) 2 (0,7) 0 0 
       
TOTAL 300 (100) 
 
228 (76) 65 (21,7) 4 (1,3) 3 (1) 
 
a VIH, vírus da imunodeficiência humana; DPOC, doença pulmonar obstructiva crónica; PPc, pneumonia por Pneumocystis; 
Doentes seronegativos para VIH com outras causas, di betes mellitus e fibrose pulmonar; Doentes seropositiv s para VIH com 
outras causas, neoplasia, insuficiência respiratória, tuberculose e DPOC. 
b SB, secreção brônquica; LBA, lavado broncoalveolar; EB, escovado brônquico; EE, expectoração espontânea. 
 
O diagnóstico clínico predominante nos doentes imunocomprometidos seronegativos 
para VIH, com diferentes graus de imunodeficiência é de neoplasia (139/300; 46,3%), 
no qual apenas 2,7% (8/300) representam neoplasias hematológicas e 43,7% (131/300) 
neoplasias sólidas. As secreções brônquicas constituem 40,3% (121/300) das amostras 
biológicas recolhidas neste tipo de patologia; 4,7% (14/300) LBA; e somente 1,3% 
(4/300) EB. Cerca de 15% (45/300) apresentam diagnóstico clínico de DPOC, em que 
10% (30/300) representam amostras de SB; 4,3% (13/300) LBA; e 0,7% (2/300) EE. As 
pneumonias que não PPc, constituem 12,7% (37/300) da totalidade dos doentes em 
estudo, em que 8,7% (26/300) correspondem a SB; 3,3% (10/300) LBA; e 0,3% (1/300) 
EE. A tuberculose e a doença autoimune representam 5,7% (17/300) e 5,3% (16/300) 
dos casos, respectivamente; dos quais 4% (12/300) e 1,3% (4/300) correspondem a 
amostras de SB, e 1,7% (5/300) e 4% (12/300) LBA, respectivamente. Os doentes 
submetidos a transplante de órgão, compõem 3% (9/300) das patologias; no que se 
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refere ao tipo de espécimes biológicos obtidos neste grupo, encontram-se 1,7% (5/300) 
amostras de SB e 1,3% (4/300) amostras de LBA. Apenas 3,7% (11/300) dos indivíduos 
seronegativos para VIH do estudo se insere na condição clínica de outras causas 
(diabetes mellitus e fibrose pulmonar), em que as SB constituem 2% (6/300) e os LBA 
1,7% (5/300) das amostras biológicas.  
Quanto aos doentes seropositivos para VIH, através da recolha dos dados clínicos foi 
possível estabelecer dois subgrupos, um (10/300; 3,3%) com suspeita clínica de PPc e 
outro (16/300; 5,3%) com outras causas (neoplasia, insuficiência respiratória, 
tuberculose e DPOC). As SB constituem 8% (24/300) e os LBA 0,7% (2/300) do tipo de 
amostras respiratórias obtidas neste grupo. O gráfico da Figura 18 representa a 
distribuição do número de doentes pelos grupos de condições clínicas constituídas e 




Figura 18. Distribuição do número de doentes por condição clínica e pelo tipo de amostra biológica. 
 
No total, as SB representam 76% (228/300), a maior percentagem do tipo de amostra 
biológica respiratória analisada no presente estudo, seguida dos LBA (65/300; 21,7%), 
EB (4/300; 1,3%) e EE (3/300; 1%). 
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3.2 Diagnóstico molecular 
As amostras respiratórias (n = 300), foram testadas por duas técnicas de PCR, a nested-
PCR para a detecção de DNA genómico através da amplificação de um fragmento 
específico do gene mtLSU rRNA de P. jirovecii e outra, a RT-qPCR, para a detecção e 
quantificação de DNA de P. jirovecii, tendo como alvo o gene nuclear KEX1, após 
extracção de DNA. 
Dos 300 espécimes biológicos, verificou-se que 39,7% (119/300) das amostras foram 
positivas para infecção por P. jirovecii, enquanto que as restantes (181/300; 60,3%) 
foram negativas. Para efeitos de análise da distribuição de resultados, foram estudadas 
diversas associações, entre as quais, quanto ao número de resultados positivos e 
negativos de infecção por P. jirovecii obtidos em cada um dos géneros e segundo os 
diferentes tipos de amostras biológicas (Quadro 10).  
 
Quadro 10. Distribuição dos resultados quanto à presença de infecção por P. jirovecii, por género e tipo 
de amostra biológica. 
 
Características a   
 
Número (%) de doentes com infecção porP. jirovecii 
 
Positivo Negativo 
Masculino (n = 204) 79 (38,7) 125(61,3) 
Feminino (n = 96) 40 (41,7) 56 (58,3) 
SB (n = 228) 102 (44,7) 126 (55,3) 
LBA (n = 65) 16 (24,6) 49 (75,4) 
EB (n = 4) 1 (25) 3 (75) 
EE (n = 3) 0 (0) 3 (100) 
      
TOTAL   119 (39,7) 181 (60,3) 
 
a SB, secreção brônquica; LBA, lavado broncoalveolar; EB, escovado brônquico; EE, expectoração espontânea. 
 
No que se refere ao género, verificou-se no sexo feminino (40/96; 41,7%) uma 
frequência discretamente mais elevada de casos positivos, comparativamente ao sexo 
masculino (79/204; 38,7%). Relativamente ao tipo de amostra biológica respiratória, 
registaram-se 44,7% (102/228) resultados positivos e 55,3% (126/228) resultados 
negativos em amostras de SB; 24,6% (16/65) casos positivos e 75,4% (49/65) casos 
negativos em amostras do líquido do LBA; e apenas 25% (1/4) de EB teve resultado 
positivo e todas as restantes amostras (3/4; 75% EB e 3/3; 100% EE) de EB e EE foram 
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negativas para infecção por P. jirovecii. Alguns dos resultados sugerem a importância 
da SB na detecção de infecção pelo microrganismo. Estatisticamente, obteve-se uma 
associação significativa entre as SB e a presença de DNA de P. jirovecii, com um nível 
de significância de P = 0.001. 
Quanto à distribuição dos resultados pelos diferents grupos etários registaram-se, na 
faixa etária entre os 15 e os 24 anos, 50% (1/2) das amostras foram positivas e 50% 
(1/2) negativas; e entre os 25 e os 34 anos, 28% (5/18) espécimes biológicos foram 
positivos e 72% (13/18) negativos. No intervalo compreendido entre os 35 e os 44 anos, 
e entre os 45 e os 54 anos verificaram-se, 54% (13/24) e 53% (26/49) resultados 
positivos e 46% (11/24) e 47% (23/49) resultados negativos respectivamente, tais 
frequências correlacionadas com um maior número de doentes seropositivos para VIH 
nestes dois grupos etários, como mencionado na secção “3.1 Características 
demográficas e clínicas da população em estudo”. No grupo etário entre os 55 e os 64 
anos, 41% (24/59) representaram amostras positivas e 59% (35/59) amostras negativas; 
já nos doentes com idade igual ou superior a 65 anos, 34% (50/148) foram positivas 




Figura 19. Distribuição dos resultados obtidos quanto à presença de infecção por P. jirovecii nos 










15 - 24 25 - 34 35 - 44 45 - 54 55 - 64 ≥ 65
Resultados Positivos Resultados Negativos
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O Quadro 11 sistematiza os resultados obtidos quanto à infecção por P. jirovecii, de 
acordo com os diversos grupos e subgrupos definidos de condição clínica de cada 
doente. 
 




Número (%) de doentes com infecção por 




Doentes seronegativos  
 
98 (35,8) 176 (64,2) <0.001* 
para VIH ( n = 274) 
 
 
51 (36,7) 88 (63,3) 0.328 Neoplasia (n = 139) 
     Hematológica (n = 8) 
 
2 (25) 6 (75) 0.390 
     Sólida (n = 131) 
 
49 (37,4) 82 (62,6) 0.481 
DPOC (n = 45) 
 
20 (44,4) 25 (55,6) 0.477 
Pneumonia (não PPc) (n = 37) 
 
9 (24,3) 28 (75,7) 0.242 
Tuberculose (n = 17) 
 
1 (5,9) 16 (94,1) 0.003* 
Doença autoimune (n = 16) 
 
5 (31,2) 11 (68,8) 0.479 
Transplantado de órgão (n = 9) 
 
8 (88,9) 1 (11,1) 0.003* 
Outras causas (n = 11) 
 
4 (36,4) 7 (63,6) 0.820 
    
Doentes seropositivos  
 21 (80,8) 5 (19,2) 
           <0.001* 
paraVIH ( n = 26) 
      
 
10 (100) 0 <0.001*      Suspeita de PPc (n = 10) 
     Outras causas (n = 16) 
 
11 (68,8) 5 (31,2) 0.015* 
  
 
      
TOTAL   119 (39,7) 181 (60,3)     
 
a VIH, vírus da imunodeficiência humana; DPOC, doença pulmonar obstructiva crónica; PPc, pneumonia por Pneumocystis; 
Doentes seronegativos para VIH com outras causas, diabetes mellitus e fibrose pulmonar; Doentes seropositiv s para VIH com 
outras causas, neoplasia, insuficiência respiratória, tuberculose e DPOC. 
*  Valor de P <0.05 
 
Tendo em conta a informação disponibilizada no Quadro 11, verificou-se que, da 
análise realizada às 300 amostras biológicas, DNA de P. jirovecii foi detectado em 
todas as condições clínicas dos doentes em estudo. Tendo sido obtido no total 39,7% 
(119/300) de resultados positivos, dos quais 35,8% (98/274) em doentes seronegativos 
para VIH e 80,8% (21/26) em seropositivos para VIH. 
Entre os doentes seronegativos para VIH com diferent s graus de imunodeficiência, 
DNA do microrganismo foi detectado em 36,7% (51/139) dos casos de patologia 
neoplásica, constituindo 25% (2/8) neoplasia hematológica e 37,4% (49/131) neoplasia 
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sólida. Já 44,4% (20/45) representam DPOC; 24,3% (9/37) a pneumonia que não PPc; 
5,9% (1/17) a tuberculose; e 31,2% (5/16) num contexto de doença autoimune. O 
transplante de órgão constitui 88,9% (8/9), em que a totalidade (7/7; 100%) dos 
indivíduos sujeitos a transplante renal foi positiva para o agente patogénico e em 50% 
(2/2) dos casos de transplante cardíaco. A condição clínica de outras causas representam 
36,4% (4/11), das quais, em 50% (4/8) dos doentes com diabetes mellitus foi detectado 
DNA do microrganismo e todas (0/3; 0%) as amostras de doentes com fibrose pulmonar 
revelaram-se negativas. No total, os resultados negativos para infecção por P. jirovecii 
nesta categoria contabilizam 64,2% (176/274). Considerando os dados obtidos, foi 
possível constatar uma associação estatisticamente significativa, entre os doentes 
submetidos a transplante de órgão e a presença de DNA de P. jirovecii (P = 0.003). Ao 
invés, os doentes com diagnóstico de tuberculose, quando comparado com os restantes 
grupos de doentes, parecem apresentar menor probabilidade de co-infecção por P. 
jirovecii (P = 0.003). 
Nos doentes imunocomprometidos seropositivos para VIH, 80,8% (21/26) foram 
positivos para infecção por P. jirovecii e os restantes (5/26; 19,2%) foram negativos. 
Destes, a totalidade (10; 100%; P <0.001) das amostras foi positiva para o agente 
patogénico quando na presença de suspeita clínica de PPc e em 68,8% (11/16; P = 
0.015) dos casos quando simultaneamente associado a outra causa: em 50% (3/6) dos 
doentes com neoplasia, a totalidade (5/5; 100%) dos entes com insuficiência 
respiratória, 50% (2/4) dos doentes com tuberculose e em 100% (1/1) dos doentes com 
DPOC. Também nos indivíduos seropositivos para VIH foi possível observar uma 
associação estatística significativa, entre esta condição clínica e a presença de DNA de 
P. jirovecii, com um nível de significância de P <0.001. Relação inversa, constatou-se, 
relativamente aos doentes seronegativos para VIH (P <0.001), que parecem apresentar 
uma menor probabilidade de infecção pelo parasita, comparativamente aos 
seropositivos para VIH. 
Face a estes elementos, o Quadro 12 espelha as divergências e concordâncias de 
resultados obtidos na detecção de P. jirovecii, da comparação entre a técnica de nested-
PCR e a técnica de RT-qPCR. 
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Quadro 12. Comparação entre os resultados obtidos pelas técnicas de nested-PCR e de RT-qPCR. 
 
Técnicas   nested-PCR 
 
Total 





































108 (36) 192 (64)  300 (100) 
    
 
Verificou-se que 14,7% (44/300) das amostras foram confirmadas como sendo positivas 
para infecção por P. jirovecii, através de ambas as técnicas moleculares, enquanto 3,7% 
(11/300) amostras apenas foram consideradas como sendo positivas para P. jirovecii 
pela técnica de RT-qPCR e 21,3% (64/300) amostras pela técnica de nested-PCR, as 
restantes (181/300; 60,3%) amostras biológicas foram negativas para infecção pelo 
microrganismo. No conjunto, a concordância de resultados observada por ambas as 
técnicas de PCR foi de 75% (225/300). Relativamente à s nsibilidade e especificidade 
da técnica de RT-qPCR, e no que se relaciona à infecção por P. jirovecii, a nested-PCR 
foi considerada como o método de referência, tendo-se verificado uma especificidade de 
94,3% e sensibilidade de 40,7%, o valor preditivo positivo foi de 80%, que avalia a 
probabilidade do individuo ter a doença quando o resultado é positivo e o valor 
preditivo negativo de 73,9%, que avalia a probabilidade de não existir doença quando o 
resultado é negativo. 
O Quadro 13 apresenta com maior detalhe a distribuição dos resultados obtidos por 
ambas as técnicas de PCR pela população em estudo, egundo o tipo de amostras 
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Quadro 13. Distribuição dos resultados obtidos por ambas as técnicas de PCR pelo tipo de amostras 
biológicas analisadas e condições clínicas da população em estudo. 
 
Característicasa  
  Técnicas de PCR 
RT-qPCR  nested-PCR 
Positiva (%) Negativa (%) Positiva (%) Negativa (%) 
      SB (n = 228) 50 (21,9) 178 (78,1) 
 
91 (39,9) 137 (60,1) 
LBA (n = 65) 5 (7,7) 60 (92,3) 
 
16 (24,6) 49 (75,4) 
EB (n = 4) 0 4 (100) 
 
1 (25) 3 (75) 
EE (n = 3) 0 3 (100) 
 
0 3 (100) 
     Doentes seronegativos para VIH 
 (n = 274) 37 (13,5) 237 (86,5)  
91 (33,2) 183 (66,8) 
Neoplasia (n = 139)  
16 (11,5) 123 (88,5) 
 
47 (33,8) 92 (66,2) 
     Hematológica (n = 8)  
0 8 (100) 
 
2 (25) 6 (75) 
     Sólida (n = 131)  
16 (12,2) 115 (87,8) 
 
45 (34,4) 86 (65,6) 
DPOC (n = 45)  
4 (8,9) 41 (91,1) 
 
20 (44,4) 25 (55,6) 
Pneumonia (não PPc) (n = 37)  
4 (10,8) 33 (89,2) 
 
8 (21,6) 29 (78,4) 
Tuberculose (n = 17)  
0 17 (100) 
 
1 (5,9) 16 (94,1) 
Doença autoimune (n = 16)  
4 (25) 12 (75) 
 
5 (31,2) 11 (68,8) 
Transplantado de órgão (n = 9)  
6 (66,7) 3 (33,3) 
 
8 (88,9) 1 (11,1) 
Outras causas (n = 11)  
3 (27,3) 8 (72,7) 
 
2 (18,2) 9 (81,8) 
       
Doentes seropositivos para VIH 
(n = 26)  
18 (69,2) 8 (30,8) 
 
17 (65,4) 9 (34,6) 
     Suspeita de PPc (n = 10)  
8 (80) 2 (20) 
 
10 (100) 0 
     Outras causas (n = 16)  
10 (62,5) 6 (37,5) 
 
7 (43,7) 9 (56,3) 
      
TOTAL    55 (18,3) 245 (81,7)   108 (36) 192 (64) 
 
a SB, secreção brônquica; LBA, lavado broncoalveolar; EB, escovado brônquico; EE, expectoração espontânea; VIH, vírus da 
imunodeficiência humana; DPOC, doença pulmonar obstructiva crónica; PPc, pneumonia por Pneumocystis; Doentes seronegativos para 
VIH com outras causas, diabetes mellitus e fibrose pulmonar; Doentes seropositivos para VIH com outras c usas, neoplasia, 
insuficiência respiratória, tuberculose e DPOC. 
 
No que respeita aos tipos de amostras biológicas estudadas, as SB revelaram uma menor 
frequência de infecção por P. jirovecii pela técnica de RT-qPCR (50/228; 21,9%), 
comparativamente à nested-PCR (91/228; 39,9%). Também os LBA apresentaram o 
mesmo alinhamento, com frequências de 7,7% (5/65) e 24,6% (16/65) para a RT-qPCR 
e nested-PCR respectivamente. Em relação aos EB e EE, apenas 25% (1/4) das amostras 
de EB foram positivas pela nested-PCR e todas as restantes (3, 75% EB; 3, 100% EE) 
negativas. 
Do ponto de vista clínico e considerando a informação referente ao diagnóstico clínico, 
o gráfico da Figura 20 expõe os resultados obtidos por ambas as técnicas moleculares 
utilizadas no projecto. 
 




Figura 20. Comparação dos resultados obtidos pelas técnicas de RT-qPCR e de nested-PCR quanto às 
diversas condições clínicas dos doentes. 
 
Da análise do Quadro 13 e do gráfico da Figura 20 verificou-se que, os doentes 
seronegativos para VIH com patologia neoplásica, DPOC e transplantado de órgão 
foram os que apresentaram os resultados com diferenças mais significativas entre ambas 
as técnicas moleculares, com distribuições de 11,5%, 8,9% e 66,7% de casos positivos 
pela técnica de RT-qPCR, e de 33,8%, 44,4% e 88,9% pela nested-PCR, 
respectivamente. Em relação à pneumonia que não PPc foi apurada uma frequência de 
10,8% pela técnica de RT-qPCR e de 21,6% pela técnica de nested-PCR. Já no que 
respeita à condição clínica de tuberculose, não foi registado qualquer resultado positivo 
pelo método de RT-qPCR e apenas uma (1/17; 5,9%) amostra biológica foi positiva 
pela técnica de nested-PCR. Nos indivíduos com doença autoimune verificou-se a 
detecção do microrganismo em 25% e 31,2% pelas técnicas de RT-qPCR e nested-PCR 
respectivamente; e nos doentes com outras causas clínicas 27,3% resultados foram 
positivos pela técnica de RT-qPCR e 18,2% pela técnica de nested-PCR.  
Por último, os doentes seropositivos para VIH apresentaram frequências de infecção por 
P. jirovecii de 69,2% pela técnica de RT-qPCR e de 65,4% pela nested-PCR.  
Considerando os resultados positivos obtidos pelo método de RT-qPCR foi possível 
















RT-qPCR (+) nested-PCR (+) RT-qPCR (-) nested-PCR (-)
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Quadro 14. Distribuição dos resultados positivos obtidos pela técnica de RT-qPCR, expressos em CT, 
quanto ao tipo de amostra biológica e condição clínica de cada doente. 
 
Amostra a Diagnóstico b CT c     Amostra Diagnóstico CT 
SB Neoplasia 33.99 
 
  LBA Transplantado 22.5 
SB Neoplasia 35.17 
 
  SB Transplantado 35.43 
SB Neoplasia 36.61 
 
  LBA Transplantado 37.09 
SB Neoplasia 37.08 
 
  SB Transplantado 38.25 
SB Neoplasia 38.78 
 
  SB Transplantado 38.42 
SB Neoplasia 39.03 
 
  SB Transplantado 41.5 
SB Neoplasia 42.6 
 
  SB Outras causas (VIH-) 36.69 
SB Neoplasia 43.1 
 
  SB Outras causas (VIH-) 44.46 
SB Neoplasia 43.3 
 
  SB Outras causas (VIH-) 45.15 
SB Neoplasia 43.67 
 
  SB Seropositivo VIH 22.83 
SB Neoplasia 45.88 
 
  SB Seropositivo VIH 27.69 
SB Neoplasia 47.28 
 
  SB Seropositivo VIH 29.67 
SB Neoplasia 48.96 
 
  SB Seropositivo VIH 30.32 
LBA Neoplasia 49.67 
 
  SB Seropositivo VIH 31.61 
SB Neoplasia 52.81 
 
  SB Seropositivo VIH 34.44 
SB Neoplasia 57.01 
 
  SB Seropositivo VIH 38.2 
SB DPOC 43.27 
 
  SB Seropositivo VIH 38.37 
SB DPOC 45.36 
 
  LBA Seropositivo VIH 38.55 
SB DPOC 49.17 
 
  SB Seropositivo VIH 38.71 
SB DPOC 51.93 
 
  SB Seropositivo VIH 39.26 
SB Pneumonia não PPc 34.44 
 
  SB Seropositivo VIH 44.3 
SB Pneumonia não PPc 41.88 
 
  SB Seropositivo VIH 45.25 
SB Pneumonia não PPc 50.02 
 
  SB Seropositivo VIH 50.26 
SB Pneumonia não PPc 51.48 
 
  SB Seropositivo VIH 51.25 
SB Doença autoimune 32.25 
 
  SB Seropositivo VIH 51.4 
LBA Doença autoimune 40.59 
 
  SB Seropositivo VIH 55.81 
SB Doença autoimune 44.73 
 
  SB Seropositivo VIH 58.68 
SB Doença autoimune 54.12 
 
  
                
 
a SB, secreção brônquica; LBA, lavado broncoalveolar; EB, escovado brônquico; EE, expectoração espontânea. 
b DPOC, doença pulmonar obstructiva crónica; PPc, pneumonia por Pneumocystis; VIH, vírus da imunodeficiência 
humana; Doentes seronegativos para VIH (VIH-) com outras causas, diabetes mellitus e fibrose pulmonar. 
c CT, cycle threshold. 
 
 
Tendo em conta, a inexistência na técnica de RT-qPCR de um CT definido no caso de 
infecção por P. jirovecii (Brancart et al. 2005; Linssen et al. 2006; Mori et al. 2010; 
Botterel et al. 2012; McTaggart et al. 2012; Sanches et al. 2013), estando esta 
dependente dos alvos moleculares, da plataforma de PCR, dos métodos de detecção 
aplicados (Arcenas et al. 2006; Hauser et al. 2011), bem como da população em estudo, 
nomeadamente, da patologia de base dos doentes (Botterel et al. 2012); todos os valores 
absolutos obtidos foram considerados e utilizados para desenhar os gráficos, desde que 
excedessem o threshold e apresentassem curvas com um padrão de amplificação 
exponencial.  




Figura 21. Distribuição dos resultados positivos obtidos em CT, quanto ao tipo de amostra respiratória. 
 
O gráfico da Figura 21 traduz a distribuição dos resultados positivos alcançados pelo 
método de RT-qPCR e traduzidos em CT em função do tipo de amostra respiratória 
recolhida. No estudo da correlação entre as variáveis CT e tipo de amostra biológica, das 
50 (21,9%) amostras de SB positivas, verificou-se qu  a mediana obtida para os valores 
de CT foi de 42.85, com um valor mínimo de 22.83 e um valor máximo de 58.68, 
enquanto que das 5 (7,7%) amostras do líquido do LBA positivas, a mediana foi de 
38.55, para um intervalo de CT entre 22.5 e 50.02. No que respeita às amostras de EB e 
EE, todas foram negativas por esta técnica molecular. A análise da Figura 21 e do 
Quadro 15 demonstrou, que os valores de CT: máximo, mínimo e mediana, para o tipo 
de amostra biológica estudada, foram relativamente inferiores nos LBA. 
 
Quadro 15. Comparação dos valores de CT, segundo o tipo de amostra respiratória. 
 
Tipo de amostra a 
  CT b 
 
Mínimo Máximo  Mediana 
















EE   0 0   0 
 
a SB, secreção brônquica; LBA, lavado broncoalveolar; EB, escovado brônquico; EE, 
expectoração espontânea. 










Figura 22. Distribuição dos resultados positivos obtidos em CT, quanto à condição de VIH. 
 
Relativamente aos doentes seronegativos para VIH com diferentes tipos de 
imunodeficiência, verificou-se uma mediana de 43.1, com um intervalo de CT entre 22.5 
e 57.01. Já quanto aos doentes imunocomprometidos ser positivos para VIH, a mediana 
foi de 38.63, na qual 22.83 e 58.68 representam o val r mínimo e máximo de CT, 
respectivamente (Figura 22). Tendo em consideração o Quadro 16, foi possível 
verificar que, os doentes seropositivos para VIH apresentaram uma mediana de valor de 
CT inferior, comparativamente aos doentes seronegativos para VIH, no entanto, o valor 
mais baixo de CT correspondeu a um doente seronegativo para VIH com outro tipo de 
imunodeficiência.   
 
Quadro 16. Comparação dos valores de CT, segundo a condição de VIH. 
 
Condição de VIH a 
  CT b 
 
Mínimo Máximo  Mediana 






Seropositivo   22.83 58.68   38.63 
 
a VIH, vírus da imunodeficiência humana.  















Figura 23. Distribuição dos resultados positivos obtidos em CT, pelas diferentes condições clínicas em 
estudo. 
 
Detalhando os dados obtidos em CT pelas diferentes condições clínicas definidas 
(Figura 23), observou-se, no caso dos doentes seronegativos para VIH com neoplasia, 
um intervalo de valor mínimo e máximo de CT de 33.99 e 57.01, respectivamente, com 
uma mediana de 43.2; nos doentes com DPOC foram registados CT entre 43.27 e 51.93, 
com uma mediana de 47.26; e no caso de pneumonia que não PPc, uma mediana de 
45.95 (34.44 - 51.48). Não se apurou qualquer resultado positivo pela técnica de RT-
qPCR nos doentes com diagnóstico de tuberculose. Já nos indivíduos com doença 
autoimune e transplante de órgão sólido, foram documentados valores de CT entre 32.25 
e 54.12, com uma mediana de 42.66, e de 22.5 e 41.5, com uma mediana de 37.67, 
respectivamente. Por fim, os doentes na condição clínica de outras causas apresentaram 
uma mediana de 44.46, para um valor mínimo de 36.69 e um valor máximo de 45.15. 
Os doentes seropositivos para VIH, evidenciaram intervalo de valores de CT entre 22.83 
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Quadro 17. Comparação dos valores de CT, segundo as diferentes condições clínicas dos doentes. 
 
Condição clínica a 
  CT b 
 
Mínimo Máximo  Mediana 





















Doença autoimune 32.25 54.12 42.66 
Transplantado de órgão 22.50 41.50 37.67 
Outras causas 36.69 45.15 44.46 
Seropositivos para VIH   22.83 58.68   38.63 
 
a DPOC, doença pulmonar obstructiva crónica; PPc, pneumonia por Pneumocystis; VIH, vírus da 
imunodeficiência humana; Doentes seronegativos para VIH com outras causas, diabetes mellitus e 
fibrose pulmonar. 
b CT, cycle threshold. 
 
Da análise da correlação entre as variáveis CT e as diversas condições clínicas da 
população em estudo, foi possível verificar que, os grupos correspondentes aos doentes 
seronegativos para VIH submetidos a transplante de órgão e seropositivos para VIH, 
foram os que apresentaram os menores valores de CT, pertencendo o valor mínimo de 
CT a um doente seronegativo para VIH submetido a transpl te de órgão (Quadro 17). 
 
Como é sabido, a presença de manifestações clínicas sugestivas de PPc aumentam 
substancialmente a probabilidade de desenvolvimento de doença por P. jirovecii. Assim 
sendo, analisando o grupo correspondente aos doentes seropositivos para VIH com 
suspeita clínica da PPc, verificou-se uma mediana de 33.03, cujo valor mínimo e 
máximo de CT foi de 22.83 e 45.25, respectivamente (Quadro 18). 
Já nas restantes condições subclínicas para PPc, isto é, portadores assintomáticos em 
que P. jirovecii apenas foi detectado através da técnica de PCR, apresentaram uma 










Figura 24. Distribuição dos resultados positivos obtidos em CT, pelos doentes assintomáticos e 
sintomáticos para PPc. 
 
Conforme se pode observar na Figura 24 e no Quadro 18, tendo em conta esta 
variável, o valor máximo, bem como a mediana dos valores de CT obtidos, foram 
significativamente inferiores nos doentes que apresentavam quadro clínico sugestivo de 
PPc. 
 
Quadro 18. Comparação dos valores de CT, quanto ao quadro clínico de PPc. 
 
Quadro clínico de PPc a 
  CT b 
 
Mínimo Máximo  Mediana 






Sintomático   22.83 45.25   33.03 
 
a PPc, pneumonia por Pneumocystis.  
b CT, cycle threshold 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
  





























Pneumocystis jirovecii é causa comum de infecção respiratória em 
imunocomprometidos, sobretudo, nos doentes seropositivos para VIH. Contudo, a 
infecção por P. jirovecii constitui uma preocupação crescente nos imunocomprometidos 
seronegativos para VIH. Diversos estudos têm demonstrado que, doentes seronegativos 
para VIH com diferentes tipos de imunodeficiência podem ser portadores 
assintomáticos do microrganismo (Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005; Matos et 
al. 2006; Jiancheng et al. 2009; Roux et al. 2014).  
O diagnóstico definitivo da PPc assenta, principalmente, no quadro clínico e na 
observação microscópica das formas morfológicas de P. jirovecii em amostras 
respiratórias, após aplicação de colorações citoquímicas ou fluorescentes.  
Nas últimas décadas, a aplicação de técnicas de biologia molecular neste âmbito, 
contribuiu para a detecção cada vez mais sensível e ficiente de P. jirovecii, 
nomeadamente, no que respeita a amostras com carga parasitária mais baixa, e permitiu 
a identificação de casos de colonização/infecção assintomática (Matos et al. 2000; 
Sanches et al. 2012; Damiani et al. 2013; Riebold et al. 2014).  
Tendo em atenção a importância actual do tema, o presente estudo teve como principal 
objectivo a detecção de P. jirovecii em amostras biológicas respiratórias de doentes 
Portugueses seronegativos para VIH com diferentes tipos de imunodeficiência e 
seropositivos para VIH, de um hospital central comunitário em Lisboa, através de duas 
técnicas moleculares, a nested-PCR e a RT-qPCR. 
Neste projecto, DNA de P. jirovecii foi detectado em 39,7% do conjunto das 300 
amostras biológicas estudadas. 
Quanto às características demográficas da população em estudo, e no que se relaciona 
ao género, não se registaram variações assinaláveis. Relativamente aos grupos etários, 
nos doentes com idades compreendidas entre os 35 e os 44 anos e entre os 45 e os 54 
anos, observaram-se frequências de infecção por P. jirovecii mais elevadas, 
correlacionadas com um maior número de doentes seropositivos para VIH nestes dois 
grupos etários. De sublinhar ainda que, 49% dos doentes em estudo apresentavam idade 
igual ou superior a 65 anos, dos quais 34% evidenciaram infecção. Vargas et al. num 
estudo realizado em adultos séniores imunocompetentes demonstrou a presença de 
colonização por P. jirovecii em 21,5% dos indivíduos em amostras de aspirados 
nasofaríngeos (Vargas et al. 2010). Também o processo de envelhecimento parece 




facilitar a colonização pelo parasita, através de uma diminuição natural da imunidade 
celular (Mori et al. 2008). 
No que respeita ao tipo de amostra biológica respiratór a, da análise dos resultados 
obtidos por ambas as técnicas de PCR, verificou-se po itividade em 44,7% (102/228) 
das amostras de SB, em 24,6% (16/65) das amostras do líquido do LBA e em 25% (1/4) 
das amostras de EB. Estatisticamente, foi possível verificar uma associação significativa 
entre a amostra de SB e a detecção do fungo (P = 0.001). Tais dados sugerem a 
importância da SB na detecção de infecção pelo microrganismo. Trajano et al. num 
estudo realizado com o objectivo de analisar o padrão e colonização brônquica em 
doentes com patologia inflamatória e neoplásica no pós-operatório, demonstraram uma 
frequência de colonização considerável em amostras de SB (Trajano et al. 1992). Assim 
sendo, a acumulação de secreções nos brônquios principais pode favorecer a presença 
de P. jirovecii nas amostras de SB, devido ao processo de respiração, tosse e como 
resultado de algumas patologias. Embora a SB seja obtida por meio de uma técnica 
invasiva, comparativamente ao LBA constitui, na maiori  das vezes, um procedimento 
menos invasivo. Todavia, estudos subsequentes são necessários, uma vez que, a 
distribuição do parasita no aparelho respiratório é ainda desconhecida, dependendo 
também da experiência dos profissionais de saúde envolvidos na colheita, bem como do 
número e do volume das amostras obtidas (Sivam et al. 2011; Wilson et al. 2011). 
Entre os doentes imunocomprometidos seropositivos para VIH, a infecção pelo agente 
patogénico foi detectada em 80,8% (21/26), dos quais, em 100% (10/10) das amostras 
biológicas de doentes com suspeita clínica de PPc e em 68,8% (11/16) das amostras de 
doentes com outras causas clínicas subjacentes. Umaassociação estatística foi 
constatada entre os doentes seropositivos para VIH e a presença de DNA de P. jirovecii, 
com um nível de significância de P <0.001. Elevadas frequências de colonização por P. 
jirovecii, têm sido também reportadas em alguns estudos entre os doentes seropositivos 
para VIH que se encontram hospitalizados por outra pneumonia que não PPc (68%), ou 
que faleceram por outras causas que não por PPc (46%) (Morris et al. 2004a; Davis et 
al. 2008).  
Contudo, actualmente o foco de vários grupos de pesquisa científica sobre P. jirovecii é 
constituído por portadores assintomáticos, indivíduos seronegativos para VIH com 
diferentes tipos de imunodeficiência e até mesmo indivíduos imunocompetentes 




saudáveis (Medrano et al. 2005; Ponce t al. 2010; Mori & Sugimoto 2012; Maini et al. 
2013).  
Portadores assintomáticos de P. jirovecii têm sido reconhecidos em doentes com 
neoplasia, DPOC, pneumonia que não PPc, doença autoimune, transplantado de órgão, 
entre outras, sugerindo que a imunodeficiência pode facilitar a colonização por P. 
jirovecii (Sing et al. 1999, 2000; Sepkowitz et al. 2002; Matos e al. 2003, 2006; Morris 
et al. 2004c; Vidal et al. 2006; Calderon et al. 2007).  
Considerando os resultados obtidos neste estudo, nos indivíduos seronegativos para 
VIH, DNA do fungo oportunista foi detectado em 36,7% (51/139) dos casos de 
patologia neoplásica. Destes, 25% (2/8) representam eoplasias hematológicas e 37,4% 
(49/131) neoplasias sólidas. Segundo alguns trabalhos científicos, colonização por P. 
jirovecii pode ser observada em doentes sob terapêuticas imunossupressoras e/ou 
corticosteroides. As doenças de base compreendem, gralmente, as neoplasias 
hematológicas e as neoplasias sólidas primitivas ou metastáticas (Barbounis et al. 2005; 
Bollée et al. 2007; Mori et al. 2010). O risco de infecção depende fundamentalmente da 
natureza, intensidade e duração da imunossupressão, bem como dos factores de risco 
específicos a cada doente (Fishman 2001). Embora o factor predominante de 
diminuição imunitária desses doentes seja atribuída às terapêuticas, tem sido 
demonstrado que, estados avançados das neoplasias são caracterizados por um grau de 
disfunção imunitário induzido pela própria patologia, a qual, é indetectável na fase 
inicial de desenvolvimento (De La Horra et al. 2004; Chuang et al. 2007; Togashi et al. 
2013), podendo facilitar a colonização por este agente patogénico e a sua participação 
na carcinogénese (De La Horra et al. 2004; Shebl et al. 2010).  
Outras pneumonias, bacterianas, virais e fúngicas (que não por P. jirovecii), parecem 
apresentar igualmente risco acrescido de colonização por P. jirovecii (Helweg-Larsen et 
al. 2002; Azoulay et al. 2009; Jiancheng et al. 2009; Matsumura et al. 2012). Dos 37 
doentes em estudo com pneumonia que não PPc, em 24,3% (9/37) foi detectado DNA 
de P. jirovecii.  
Evidências recentes sugerem que, aproximadamente, 20 a 40% dos doentes com 
patologia pulmonar crónica são portadores assintomáticos de P. jirovecii (Maskell et al. 
2003; Chuang et al. 2007). Considerando que estes doentes são produtores de 
expectoração, eles podem representar um reservatório de P. jirovecii, com potencial 




capacidade de transmissão a hospedeiros susceptíveis. Rivero et al. reportou um caso de 
transmissão de P. jirovecii de um individuo sénior com bronquite crónica e produt r de 
expectoração, à sua esposa e a uma criança, por via aére  (Rivero et al. 2008). Calderón 
et al. detectaram a presença de colonização em 55% dos inivíduos com DPOC 
(Calderón et al. 2007). Já Morris et al. com base nas suas pesquisas demonstrou uma 
forte associação entre colonização por P. jirovecii e a severidade da obstrução aérea em 
indivíduos fumadores (37%), sugerindo que o microrganismo pode desempenhar um 
papel importante como co-factor na patogénese e na progressão da DPOC (Morris et al. 
2004c, 2008a), bem como maior probabilidade dos doentes colonizados evoluírem para 
PPc (Morris & Norris 2012). Dos 45 doentes em estudo com diagnóstico de DPOC, 
44,4% (20/45) revelaram resultado positivo pelas técnicas moleculares aplicadas. 
Mycobacterium tuberculosis e P. jirovecii constituem infecções oportunistas comuns 
nos doentes seropositivos para VIH. No entanto, a co-infecção em doentes 
seronegativos para VIH é extremamente rara e apenas casos pontuais têm sido 
publicados (To et al. 2013; Suk et al. 2014). No presente estudo, foi detectada co-
infecção apenas num (5,9%) dos 17 doentes seronegativos para VIH com diagnóstico de 
tuberculose. Suk et al. num estudo de caso de co-infecção TB e PPc num doente 
seronegativo para VIH sem doença de base, associou a relação à presença de uma 
linfocitopénia T CD4+ muito baixa (Suk et al. 2014). Estudos prévios têm descrito a 
correlação entre TB e linfocitopénia T CD4+, sobretudo em doentes seropositivos para 
VIH; no entanto, ainda se mantém por esclarecer se a diminuição é resultado da TB ou 
constitui um factor predisponente nos doentes seronegativos para VIH. Dos poucos 
casos relatados de co-infecção TB e PPc, sabe-se no entanto que, a pneumocistose pode 
ser fulminante nestes doentes seronegativos para VIH, resultando em alta mortalidade 
(Kony et al. 2000; Orlovic et al. 2001; Suk et al. 2014). 
Nas doenças autoimunes foi detectada infecção pelo parasita em 31,2% (5/16) dos 
casos. Mekinian et al. divulgaram estudos com frequências de 16% de colonização por 
P. jirovecii em doentes com doenças autoimunes e identificou terapêuticas com 
corticosteroides em elevadas doses e uma diminuição na contagem de linfócitos como 
factores de risco de colonização (Mekinian et al. 2011). Já Fritzsche et al. 
demonstraram que doentes com doenças inflamatórias autoimunes, sobretudo, aqueles 
com idade acima dos 60 anos, apresentavam elevada frequência de colonização por P.




jirovecii. Ainda, destacando que, 28,5% desses doentes se encontravam colonizados 
pelo microrganismo, sem significativa influência da terapêutica por corticosteroides ou 
co-medicação imunossupressora (Fritzsche et al. 2012). Elevados níveis de colonização 
foram também reportados entre doentes com doenças reumáticas (54,5%) (Saito et al. 
2004), e sob infliximab (25,6%) (Wissmann et al. 2011).  
Nos indivíduos submetidos a transplante de órgão verificou-se uma frequência de 
infecção por P. jirovecii de 88,9% (8/9), com uma associação estatisticamente 
significativa (P = 0.003). Destes, todos (7/7; 100%) os doentes sujeitos a transplante 
renal foram positivos para o parasita, e em um (50%) dos dois casos de transplante 
cardíaco. Curiosamente, os doentes sujeitos a transplante renal parecem apresentar 
elevado risco de infecção sintomática e assintomática pelo agente patogénico (Schmoldt 
et al. 2008). Um aumento exponencial do número de casos de PPc e colonização entre 
os transplantados renais tem vindo a ser reportado por todo mundo. De Boer et al. 
através de uma revisão sistemática de mais de quinze artigos publicados desde 1980, 
sugerem que o aumento do número de casos de PPc e colonização, nesta condição 
clínica, está relacionado com três factores: inadequada profilaxia, frequente transmissão 
indivíduo-a-indivíduo pelo contacto e a inexistência de medidas de isolamento de 
doentes com PPc durante o período de hospitalização (De Boer et al. 2011). Muitos 
trabalhos relataram evidências epidemiológicas da existência de contacto e exposição 
entre doentes portadores de P. jirovecii com esta condição clínica (Chave et al. 1991; 
Schmoldt et al. 2008). Adicionalmente, resultados de genotipagem donstraram que, 
cada aumento significativo era proveniente de um genótipo predominante de P. jirovecii 
(Schmoldt et al. 2008; Thomas et al. 2011; Coyle et al. 2012). De Boer et al. nos seus 
estudos em doentes seronegativos para VIH submetidos a transplante renal com suspeita 
de PPc, verificaram que o genótipo ITS Ne era predominante (De Boer et al. 2007). Já 
Le Gal et al. publicaram trabalhos enunciando o genótipo ITS Eg, como o mais 
frequente nesse mesmo tipo de condição clínica (Le Gal et al. 2012). Este achado, 
sugere que a transmissão inter-humana ocorre em ambiente hospitalar, assim como, 
possivelmente, fora dessa mesma esfera devido às facilidades de movimentação desses 
doentes. Sassi et al. demonstraram nas suas pesquisas que, em dois grupos de doentes 
submetidos a transplante renal, localizados em áreas g ograficamente distintas na 
Europa, a PPc era ocasionada por um único genótipo de P. jirovecii. Este facto poderá 




ser explicado pela existência de uma fonte comum de transmissão ou por diferenças na 
virulência de alguns genótipos de P. jirovecii (Le Gal et al. 2012; Sassi et al. 2012). 
Estudos adicionais são por isso necessários. 
No grupo dos indivíduos seronegativos para VIH com outras condições clínicas, em 
quatro (50%) dos 8 doentes com diabetes mellitus foi detectado DNA de P. jirovecii, já 
nos doentes com fibrose pulmonar, nenhuma (0/3; 0%) amostra se revelou positiva. Os 
doentes com diabetes mellitus parecem apresentar uma maior propensão a infecções, e a 
evolução é também mais complicada, relativamente a outros grupos de doentes. Uma 
das possíveis causas relaciona-se com o défice da imunidade. Diversos distúrbios 
(quebra no sistema complemento, diminuição na resposta das citocinas após estimulo) 
na imunidade humoral inata têm sido descritos nos doentes diabéticos (Geerlings & 
Hoepelman 1999; Marques et al. 2002; Sanno et al. 2007). Apesar de em nenhum dos 
três doentes com fibrose pulmonar, ter sido detectada infecção por P. jirovecii, alguns 
estudos têm, porém, demonstrado que doentes com diversas outras doenças crónicas, 
nomeadamente fibrose pulmonar, apresentam risco acrescido de colonização pelo 
agente patogénico (Sinicco et al. 1996; Nevez et al. 1999, 2001; Vidal et al. 2006). A 
fibrose pulmonar é vista como o resultado de outros tip  de condições clínicas. 
A variação das frequências observadas entre os diversos studos de P. jirovecii pode ser 
explicada, pela localização geográfica e diferenças a exposição das populações, assim 
como, pelas diferentes combinações de metodologias de PCR, primers e sondas 
utilizadas e alvos moleculares amplificados, ou mesmo pelas diferentes características 
dos indivíduos em estudo, e o tipo de amostras biológicas analisadas (Brancart et al. 
2005; Robberts et al. 2007; Grupta et al. 2009; Mekinian et al. 2011; Wilson et al. 
2011; Le Gal et al. 2012).  
Os resultados deste estudo e de estudos prévios de nfecção por P. jirovecii suportam o 
conceito de uma elevada colonização por P. jirovecii pelos diversos grupos de 
condições clínicas em estudo e em alguns casos inclus vamente doença activa. 
No total, dos 39,7% (119/300) resultados positivos, através da técnica de nested-PCR 
foi possível detectar P. jirovecii em 36% (108/300) das amostras biológicas e pela 
técnica de RT-qPCR em 18,3% (55/300). A frequência de resultados positivos obtidos 
pela técnica de nested-PCR decorreu no mesmo alinhamento, de estudos anteriorm nte 
realizados em Portugal (Matos et al. 2001, 2006), e reflecte o aumento da frequência do 




microrganismo em amostras biológicas respiratórias, em especial, em doentes 
seronegativos para VIH com diferentes tipos de imunodeficiência, já reportado por 
outros autores (Maskell et al. 2003; Morris & Norris 2012; Maini et al. 2013). O 
aumento de tal frequência poderá ser explicado, pel aperfeiçoamento das ferramentas 
de diagnóstico, o aumento da utilização de agentes imunossupressores, uma possível 
alteração dos agentes epidemiológicos associados à infecção pelo fungo oportunista, e 
períodos de hospitalização prolongados (Davis et al. 2008; Reid et al. 2011; Roux et al. 
2014). 
Da correlação de resultados entre ambas as técnicas moleculares, verificou-se que, 
14,7% (44/300) (das amostras foram confirmadas como sendo positivas para o parasita, 
através do diagnóstico de ambas as técnicas molecular s, enquanto 21,3% (64/300) das 
amostras apenas foram confirmadas como sendo positivas para P. jirovecii pela técnica 
de nested-PCR, e 3,7% (11/300) amostras pela técnica de RT-qPCR; as restantes 
amostras (181/300; 60,3%) foram negativas para P. jirovecii. No conjunto, a 
concordância de resultados observada por ambas as técnicas de PCR foi de 75% 
(225/300). Relativamente à técnica de RT-qPCR, e no que se relaciona à infecção por P. 
jirovecii, verificou-se uma especificidade de 94,3% e sensibilidade de 40,7%, o valor 
preditivo positivo foi de 80%, e o valor preditivo negativo de 73,9%, tomando a nested-
PCR como padrão de comparação. 
Ambos os métodos demonstraram ser específicos para a detecção de P. jirovecii, no 
entanto, a nested-PCR parece ser mais sensível relativamente à RT-qPCR. Tais 
resultados são corroborados por outros estudos similares comparando nested-PCR e RT-
qPCR (Flori et al. 2004; Alvarez-Martínez et al. 2006; Robberts et al. 2007; Bastien et 
al. 2008; Wilson et al. 2011; Sanches et al. 2012). Sanches et al. utilizando amostras de 
tecido pulmonar de morcegos e aplicando as técnicas de nested-PCR e RT-qPCR com 
outros alvos moleculares, verificaram a presença do microrganismo em 36,4% das 
amostras pela técnica de n sted-PCR, e em 24,1% pela RT-qPCR. A concordância de 
resultados obtida foi de 68,2%. Já quanto à especificidade da RT-qPCR utilizada nesse 
estudo, foi de 84,6% e a sensibilidade de 39,4% (Sanches et al. 2012). 
As diferenças identificadas no presente projecto, entre ambas as técnicas moleculares, 
pode ser devida ao facto de, a RT-qPCR ter como alvo o gene KEX1 de cópia única 
(Kutty & Kovacs 2003; Esteves et al. 2009, 2012; Rohner et al. 2009; Wilson et al. 




2011), comparativamente à nested-PCR que tem como alvo um gene multicópia mtLSU 
rRNA (Robberts et al. 2007; Brancart et al. 2009; Jiancheng et al. 2009; Le Gal et al. 
2012); bem como, a população em estudo ser maioritar amente constituída por doentes 
seronegativos para VIH com factores de risco para infecção por P. jirovecii e, por isso, 
com cargas parasitárias tendencialmente baixas (Limper et al. 1989; Khot et al. 2009; 
Hauser et al. 2011).  
É importante ainda referir que, doentes sintomáticos para PPc podem ser facilmente 
diagnosticados através da técnica de PCR, mas a facilidade de detectar casos 
assintomáticos ou subclínicos é muito menor, o que dificulta muitas das vezes a 
interpretação do resultado obtido laboratorialmente (Limper et al. 1989; Jarboui et al. 
2009; Calderón et al. 2010). Técnicas moleculares de diagnóstico rápido, eficiente, com 
ausência de contaminação cruzada, possibilidade de detecção e quantificação de um 
número reduzido de formas morfológicas de P. jirovecii, e facilidade de implementação 
na rotina laboratorial, são por isso necessárias (Brancart et al. 2005; Lissen et al. 2006). 
A RT-qPCR pode ser utilizada com o simples objectivo de detectar uma determinada 
sequência de ácido nucleico, ou de permitir a quantificação a cada ciclo de 
amplificação, através da intensidade de fluorescência medida, a qual é directamente 
proporcional à quantidade de produto formado na fase exponencial da reacção (Quiagen 
2004-2006; Alvarez-Martínez et al. 2006). Assim sendo, a análise efectuada neste 
estudo demonstrou que, dos 300 doentes estudados, 55 foram positivos pela técnica de 
RT-qPCR.  
Quanto à correlação entre as diversas condições clínicas definidas e os valores de CT, no 
seguimento do verificado relativamente às frequências, também os grupos 
correspondentes aos doentes imunocomprometidos seronegativos para VIH submetidos 
a transplante de órgão e seropositivos para VIH, apresentaram maior carga parasitária 
de P. jirovecii nas amostras biológicas analisadas. Os resultados obtidos são 
corroborados por alguns estudos realizados (Larsen et al. 2002; Hauser et al. 2011). 
Harser et al. num estudo multicêntrico em indivíduos com factores d  risco de infecção 
por P. jirovecii, aplicando uma técnica de RT-qPCR comercial distinta da utilizada no 
presente estudo, observaram uma média de valores de CT de 25 para o grupo 
correspondente aos doentes seropositivos para VIH com PPc, e uma média de 34.2 no 




grupo pertencente aos doentes seronegativos para VIH ssintomáticos para PPc (Hauser 
et al. 2011). 
Também do estudo realizado entre os doentes sintomátic s e assintomáticos para PPc 
foi possível verificar essa mesma associação, concordante com estudos prévios (Alanio 
et al. 2011; Hauser et al. 2011), em que, os valores de CT foram significativamente 
inferiores nos doentes que apresentaram suspeita de PPc. 
Na RT-qPCR um threshold definido, no caso de infecção por P. jirovecii, mantém-se 
ainda por determinar, podendo depender da patologia de base do doente (Botterel et al. 
2012). Em algumas amostras biológicas do presente estudo obtiveram-se produtos de 
amplificação com ciclos mais tardios, provavelmente resultado da presença de cargas 
parasitárias mais baixas (Qiagen 2004-2006; Khot et al. 2009; Hauser et al. 2011). 
Especial atenção deve ser dada aos doentes seronegativos p ra VIH com diferentes tipos 
de imunodeficiência, uma vez que, os mesmos podem desenvolver PPc com menores 
cargas parasitárias (Limper et al. 1989; Dei-Cas 2000; Durand-Joly et al. 2005; 
Matsumura et al. 2011; Muhlethaler et al. 2012), resultando em falsos negativos na 
observação microscópica (Azoulay et al. 2009; Alanio et al. 2011; Matsumura et al. 
2011; Summah et al. 2013). 
Assim, ambos os resultados positivos e negativos devem ser enquadrados e 
interpretados, tendo sempre em conta o quadro clínico, laboratorial e radiológico de 
cada doente. Os resultados positivos, particularmente, aqueles com valores de CT mais 
elevados, devem ser compreendidos num contexto da sintomatologia do doente no 
sentido de possibilitar a distinção entre colonização e doença clínica activa (Huggett t 
al. 2008; Alanio et al. 2011; Hauser et al. 2011; Wilson et al. 2011). Também os 
resultados negativos podem advir de uma amostra biológica escassa, e 
consequentemente, número insuficiente de microrganismos para detecção (McTaggart 
et al. 2012).  
Na RT-qPCR como todo o processo de amplificação e det cção ocorre num sistema 
fechado, a contaminação das reacções é praticamente negligenciável, quando 
comparada com a PCR “convencional” e em particular com a nested-PCR. O tempo de 
reacção é também mais reduzido e a metodologia simplificada. Por outro lado, a 
detecção do produto de amplificação na reacção de PCR “convencional” é feita no end-
point, não logrando fins quantitativos, ao invés da RT-qPCR (Lu et al. 1995; Ribes et 




al. 1997; Kaiser et al. 2001; Larsen et al. 2002; Flori et al. 2004; Mackay 2004; Qiagen 
2004-2006; Brancart et al. 2005; Alvarez-Martínez et al. 2006; Arcenas et al. 2006; 
Linssen et al. 2006; Fillaux et al. 2008; Huggett et al. 2008; Jiancheng et al. 2009; 
Choukri et al. 2010; Sanches et al. 2013). A tecnologia da RT-qPCR reveste-se ainda, 
de grande precisão e maior objectividade, comparativ mente a outras técnicas (Kaiser et 
al. 2001; Arcenas et al. 2006; Fujisawa et al. 2009); embora requeira um investimento 
inicial num equipamento específico, um menor custo pode ser obtido pela possibilidade 
de processamento de um elevado número de amostras biológicas em simultâneo 
(Alvarez-Martínez et al. 2006). A sua elevada reprodutibilidade e o aumento no 
mercado de testes comerciais disponíveis (Hauser et al. 2011), sugerem que a RT-
qPCR, sustentada por um painel de controlo de qualidade indispensável, adquira o 
potencial para substituir algumas das técnicas microscópicas. Assim sendo, um 
threshold operacional deve ser estabelecido para uma técnica de RT-qPCR padronizada 
em estudos futuros. 
A nested-PCR apesar de permitir a detecção de pequenas quantidades de DNA do fungo 
nas amostras biológicas (Flori et al. 2004; Alanio et al. 2011), e do seu baixo custo 
operacional, é uma técnica demorada, não automatizad  que apresenta outros 
inconvenientes, nomeadamente, resultados não numéricos, e o facto de requerer 
processamento pós PCR para visualização do amplificado (Applied Biosystems).  
Com base nos resultados obtidos neste estudo, o procedimento ideal passará pela 
utilização da técnica de nested-PCR para detecção inicial e análise filogenética de P. 
jirovecii, com posterior quantificação das amostras positiva por RT-qPCR, quando 
necessário. Adicionalmente, a quantificação do DNA do microrganismo por RT-qPCR 
proporciona a determinação da concentração de P. jirovecii por microlitro de amostra 
biológica, em que a técnica uma vez optimizada, poderá revelar-se útil na diferenciação 
entre portadores assintomáticos e doença clínica (Alv rez-Martínez et al. 2006; Huggett 
et al. 2008;Alanio et al. 2011; Sanches et al. 2012). 
A RT-qPCR aplicada no presente estudo tem como alvo molecular um gene nuclear de 
cópia única (KEX1), os resultados obtidos são por isso fiáveis para quantificação de 
unidades de carga fúngica, uma vez que, permite uma melhor proporcionalidade entre o 
sinal de amplificação e as unidades genómicas (Branca t et al. 2005). Futuramente, será 
realizada a conversão de CT em cópias genómicas. 




Os resultados obtidos neste estudo demonstraram claramente que, P. jirovecii pode 
facilmente colonizar indivíduos imunocomprometidos, nomeadamente, doentes 
seronegativos para VIH submetidos a transplante de órgão e seropositivos para VIH. 
Para além de melhorar a compreensão sobre a frequência de infecção por P. jirovecii, 
pode ainda, contribuir para o estudo da transmissão da infecção no nosso país, 
contribuindo também para a melhoria do Know-How epidemiológico desta infecção. 
O conhecimento do potencial papel dos portadores assintomáticos na transmissão de P. 
jirovecii a hospedeiros susceptíveis é essencial, de modo a permitir uma acção efectiva 
no controlo da infecção por P. jirovecii e prevenir o aumento futuro de casos da PPc. 
Esses doentes podem representar um reservatório possível para a circulação de 
organismos de Pneumocystis na comunidade. 
Em virtude dos resultados obtidos, e tendo em conta, as evidências do potencial da 
técnica de RT-qPCR, possibilitando a abertura de novos campos de investigação, 
pretende-se, num futuro próximo, realizar estudos para a definição de valores de cut-off 
específicos, e assim determinar a sua verdadeira utilidade clínica, no diagnóstico 
diferencial entre PPc e colonização/infecção assintomá ica (Flori et al. 2004; Alanio et 
al. 2011; Damiani et al. 2013; Sanches et al. 2013). Muitos estudos adicionais de 
colonização e do possível papel patogénico de P. jirovecii em doentes seronegativos 
para VIH são por isso necessários.  
A detecção e caracterização da colonização torna-se por isso fundamental. O presente 
estudo abre caminhos para a nossa compreensão dos reservatórios de P. jirovecii 
fomentando a pesquisa científica, no sentido de demonstrar o seu significado clínico e 
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